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Zur Kenntnis des ¢-Himatins, 
des Tetramethylhamatoporphyrins von W. Kiister 
und des Himatoporphyrins von Nencki. 


(Nach gemeinsam mit Dr, E. Mertens ausgefiihrten Untersuchungen.) 
Von 


0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1927.) 


Vor kurzem habe ich mitgeteilt, daB lingeres Kochen mit 
i—2°/, HCl enthaltendem Methylalkohol geniigt, um «¢-Himatin 
so umzuwandeln, daB bei nachfolgender Enteisenung durch 
Hydrazin—Hisessig ein ,,Porphyrin“ entsteht, das nach seinem 
spektrochemischen Verhalten als ein Derivat des Himato- 
porphyrins von Nencki aufgefa8t werden muf.') Da ich ver- 
mutete, da es sich um einen Methylather des Himato- 
porphyrins von Nencki handele, von W. Kiister?) aber fest- 
cestellt worden ist, daB der Dimethylither des Himatoporphyrin- 
dimethylesters (das ,,Tetramethylhimatoporphyrin“) schon bei 
lingerer Kinwirkung von 5°/,iger Salzsiure bei Zimmertempera- 
tur ,,Kstermethyl“ verliert, so hoffte ich, den fraglichen Kérper 
durch Kochen mit Salzsiure in das Hiimatoporphyrin von 
Nencki oder doch einen ihm sehr ihnlichen Koérper um- 
wandeln zu kénnen. Kine Stunde langes Kochen des un- 
bekannten ,,Porphyrins“ mit 25°/,iger Salzsiiure am Riickflub- 
kithler bewirkte aber zu meiner Uberraschung die Entstehung 
zweler verschiedener Kérper, deren einer in seinem spektro- 


') Diese Zs. Bd, 166, S. 1 (1927). 
*) W. Kiister, Abderh. Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Abt. I, Teil 8 
S. 229. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVIII, 
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chemischen Verhalten mit dem Hiamatoporphyrin (Nencki) 
iibereinstimmte, wihrend der andere die Spektralreaktionen 
der Himaterinsiure gab. Dieser bBefund veranlaBte mich, zu- 
nichst das nach W. Kiisters Vorschnft dargestellte Tetra- 
methylporphyrin (s. oben), weiterhin das Hamatoporphyrin 
(Nencki) selbst und endlich auch das durch langes Kochen 
von ¢-Himatin mit salzsiiurehaltigem Methylalkohol entstandene 
Produkt obigem Verfahren zu unterwerfen. Dabei ergab sich, 
daB uhnlich dem oben erwihnten enteisenten Hamatinderivat 
sowohl W. Kiisters Tetramethylporphyrin als auch das Himato- 
porphyrin-Nencki unter der Einwirkung der siedenden Salz- 
siure schitzungsweise halftig in Porphyrin vom spektroskopischen 
Verhalten der Himaterinsiure iibergehen kénnen. Der Rest 
besteht (wenn nicht ganz, so doch groBenteils) aus einem Por- 
phyrin, dessen Salzsiiurezahl ungefiihr = 0,1 ist, und das auch 
in seinem spektrochemischen Verhalten vollkommen mit dem 
Himatoporphyrin von Nencki iibereinstimmt. — Da das frag- 
liche enteisente Hiimatinderivat und W. Kiisters Tetramethyl- 
hiimatoporphyrin in ihrem Verhalten gegeniiber kochender Salz- 
siiure einen deutlichen Unterschied vorliiufig nicht haben er- 
kennen lassen, so darf mit gréBter Wahrscheinlichkeit an- 
cenommen werden, dai das von mir beschriebene enteisente 
Hiimatinderivat der Methylester eines Methylhimatoporphyrins 
ist, jedenfalls auf der Absittigungsstufe des Haimatopor- 
phyrins-Nencki steht. Zu dieser Auffassung pabt auch das 
Verhalten desjenigen kiirzlich von mir beschriebenen chloroform- 
léshichen K6rpers, der entsteht, wenn man obiges Himatin- 
derivat vor der Enteisenung durch lingeres Kochen mit 
3-—5°/ iger Kalilauge verseift’) oder aber es zunichst enteisent 
und den entstandenen ,,Porphyrinester“ nachtriglich durch 
Kochen mit Kalilauge verseift. 

Wenngleich die Zersetzlichkeit des Hamatoporphyrins 
allgemein bekannt und die Méglichkeit seiner Umwandlung in 
Hiimaterinsiiure durch Erhitzen im Vakuum auf 105’, 
aihniich der des Tetramethylhimatoporphyrins in den Himaterin- 


!) Vel. O. Schumm, a. a. O. Bd. 166, S. 1 (1927). 
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siiuredimethylester durch Erhitzen im Hochvakuum auf 
ungefihr 150°, vor einiger Zeit durch H. Fischer!) fest- 
gestellt ist, so habe ich es nicht fiir wahrscheinlich ge- 
halten, da8 am Haimatoporphyrin auch unter der Hin- 
wirkung siedender wibriger Salzsiure diejenige héchst 
ungesittigte Atomgruppe entstehen wiirde, die der 
Himaterinsiiure eigentiimlich ist. Unsere Versuche 
zeigen aber, da& das Hiimatoporphyrin-Nencki und nahe ver- 
wandte, anscheinend in gleichem Grade ungesittigte Derivate 
bei langem Kochen mit 25°/,iger Salzsiiure (héchstwahrschein- 
lich auch mit Ejisessig, vgl..den Nachtrag auf 8. 9) in der Tat 
in die als stirker ungesiittigt geltende ,,Hiimaterinsiiure“?) iiber- 
sehen. Hierbei wird méglicherweise ein Gleichgewichtszustand 
erreicht, bei dem ihnliche Mengen von Ausgangs- und Um- 
wandlungsprodukt vorhanden sind. Wenigstens konnten wir 
nach der Abtrennung der entstandenen , Himaterin- 
siure“ aus dem noch nicht umgewandelten Rest des 
Ausgangsprodukts durch fortgesetztes Kochen mit 
25°/,iger Salzsiure einen weiteren Anteil in ,Himate- 
rinsiure*“ verwandeln. 

Bei der Aufarbeitung unserer Reaktionsprodukte haben 
sich wiederum R. Willstatters sowie unsere Fraktionierungs- 
methode als héchst niitzlich erwiesen. Wir brachten jeweils 
das Rohprodukt mit Natriumacetat in Ather, diesen nach dem 
Entsiiuern zur Trockne, darauf in 5°/,ige oder neuerdings in 
10°),ige Salzsiiure und schiittelten diese zur Gewinnung der 
Himaterinsiiurefraktion mit reinstem (namentlich auch alkohol- 
freiem) Chloroform aus. Hierbei blieb die Himatoporphyrin- 
Nencki-Fraktion iiberwiegend in der Salzsiure und konnte nach 
der Uberfiihrung in Ather auf Grund ihrer von Willstitter fest- 
gestellten Salzsiurezahl (etwa 0,1) ohne Schwierigkeit in geniigen- 
der Reinheit abgetrennt werden. Die Himaterinsiurefraktion 





") H. Fischer, Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. Diese 
Zs. Bd. 142, S. 158 (1925). 

*) Die Schreibweise ,,Hiimaterinsiiure“ soll bedeuten, dab die Identi- 
fizierung noch durch einige rein chemische Proben (N- und Methoxyl- 
bestimmung am Ester) vervollstindigt werden soll. 

1* 
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lie8 sich durch Uberfiihren in Ather und Fraktionieren der 
siurefrei gewaschenen Atherlésung mit Salzsiiure verschiedener 
Konzentration von beigemengtem Himatoporpbyrin-Nencki 
hinreichend befreien. — Zuletzt wurde aus der so gereinigten 
itherischen Lésung mit 3°/,iger Salzsiiure die ,,Himaterin- 
siiure’’ abgeschieden, die rein genug war, um sie durch ihre 
hédchst bezeichnenden spektrochemischen und chemischen Re- 
aktionen identifizieren zu kénnen. 

Anm. OQbige teilweise Umwandlung von Nenckis Hiamato- 
porphyrin in ein mit der Himaterinsiiure spektroskopisch iiberein- 
stimmendes Porphyrin, und die Untersuchung des Reaktionsprodukts 
bietet ein sehr dankbares analytisches Ubungsbeispiel. Die spektro- 
chemische Analyse erméglicht es, selbst die Umwandlung 
eines kleinen Anteils des eingesetzten Himatoporphyrins zu 
erkennen, auch wenn dessen Gegenwart durch das Ergebnis 
der Elementaranalyse nicht aufgedeckt werden kinnte. Durch 
die spektrochemische Untersuchung erhilt man auch am sichersten Aut- 
schlu8 iiber den Reinheitsgrad eines Priparats Hiimatoporphyrin-N encki. 
Nach unseren Erfahrungen mu damit gerechnet werden, daB Priiparate 
Himatoporphyrin-Nencki, die nicht aus siiurefrei gewaschener iitherischer 
Lésung iiber 0,1°/,ige Salzsiiure gereinigt sind, unter Umstiinden kleine 
Mengen Hamaterinsaiure enthalten kénnen. 

Die beschriebene chemische Reaktion laBt sich 
auch an der Kisenkomplexverbindung ausfiihren. Kocht 
man z. B. das aus q@-Haimatin durch 1—2 Stunden langes 
Kochen mit schwach (1—2°/,) salzsiiurehaltigem Methylalkohol 
erhaltene Produkt, das in hydrazinhaltigem Pyridin das Spek- 
trum ,.. 548,0, Il. 518,0° gibt, in wenig Chloroform geldst 
ungefiihr 1/,—1 Stunde oder linger am RiickfluBkihler mit 
25°/ iger Salzsiiure, so erhilt man ein Produkt, das in hydra- 
zinhaltigem Pyridin ein dem Pyridinhimochromogen iihnlicheres 
Spektrum gibt, Streifen I. z. B. Mitte etwa 554 (bis 555) oder 
]. 556 oder 556,6, ein Mischspektrum, das je nach der 
Kochdauer verschieden ist und auf eine ihnliche oder iiber- 
wiegende Menge zuriickgebildeten Himatins hinweist. Bei der 
Enteisenung mit Hydrazin—Hisessig wurde in der Tat ein 
Porphyringemisch gewonnen, das reichlich bis iiberwiegend 
,Hiimaterinsiiure“ enthielt. — Je nach dem Ausfall des obigen 
Pyridinspektrums kann der Geiibte sicher voraussagen, ob bei 
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der Enteisenung ein kleinerer oder gréBerer Bruchteil ,, Hima- 
terinsiure“ entstehen wird. 


Versuche. 


I. 

Kiisters ‘Tetramethylhimatoporphyrin 1 Stunde mit 
25°) iger HCl gekocht, das Produkt mit Natriumacetat in Ather 
gebracht, Ather gewaschen. Die Lisung zeigt das Doppel- 
spektrum eines Gemisches aus ahnlichen Mengen Himaterin- 
siiure und Nenckis Hamatoporphyrin. (Str. I]. = Doppelstreifen, 
Max. a = 632,0, Max. b = 6240.) Die durch Fraktionieren 
erhaltene ,,Hiimaterinsiure* gibt deren bezeichnende spektro- 
chemische Reaktionen: 

1. Lésung in n/10-Kalilauge, typisches dreistreifiges Spek- 
trum: I. 643,0, IT. 591,0, ILI. 539,0 mit schwachem Vorschatten 
auf etwa 565. 

2. Liésung in schwach essigsiurehaltigem Ather: I. 632,5, 
I]. 576,0, Ill. 536,0, IV. etwa 503,0. 

3. Lésung in 25°/,iger Salzsiure: I. 602,5, ILI. 557,5. 
Beim Schiitteln der Lésung mit gleichviel Chloroform geht cin 
betrachtlicher Teil des Farbstofts in dieses iiber. Spektrum 
der Chloroformschicht: Hauptstreifen I. 606,0, III. 561,0. 

4, Mit wenig Hydrazinhydrat versetzte Lésung der nach 
Zaleski dargestellten EKisenverbindung in Pyridin: I. 557,4, 
Il. etwa 527,0. 

Obiger Versuch wird am Tetramethylhaimatoporphyrin noch 
zwelmal mit demselben Ergebnis wiederholt. 


I. 


a) Eine gréfere Menge reinstes frisches Himatoporphyrin- 
Nencki wird demselben Verfahren unterworfen. Das Reaktions- 
produkt, in Ather gebracht, gibt ein Doppelspektrum, Str. I. 
Doppelstreifen, Max. a 632,0, Max. b 624,3 usw. Die daraus 
durch Fraktionieren erhaltene ,,Hamaterinsiure“ gibt die fir 
sie bezeichnenden spektrochemischen Reaktionen: 
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1. Lésung in n/10-Kalilauge: typisches dreistreifiges Hiima- 
terinsiurespektrum: I. 643,0, I. 591,3, III. 639,0 mit schwachem 
Vorschatten. ') 

2. Lésung in 25°/,iger Salzsiure: I. 602,7, II. 557,8. 

3. Liésung in schwach essigsiurehaltigem Ather: I. 632,5, 
Il. 576,0, III. 536,0, [V. ungefahr 503,0. 

4, Liésung in Chloroform: I. 630,8, Il. 575,4, IL. 541,0, 
[V. ungefahr 506,0. Nach dem Schiitteln mit gleichviel 
25° iger Salzsiiure gibt die Chloroformschicht das Spektrum 
I. 605,8, III. 561,0. 

5. Liésung der nach dem Verfahren von Zaleski dar- 
gestellten Kisenkomplexverbindung in hydrazinhaltigem Pyridin: 
I. 557,0, II. etwa 526,5. 

6. Das Porphyrin hat dieselbe Salzsiiturezahl wie Himaterin- 
siure. Der aus ihm durch 10 Min. langes Kochen mit 1°/, HCl 
enthaltendem Athylalkohol dargestellte Ester verhielt sich spektro- 
chemisch genau wie der Athylester der Hiimaterinsiiure und 
konnte leicht in Krystallen erhalten werden. Schmelzp. = 213°.*) 

7. Elektrochemische Hydrierung. 

¢) Kin Teil des Porphyrins wurde in etwa 40 ccm 
21, °/, Schwefelsiure enthaltendem Eisessig gelist und bei 0,2 
bis 0,25 Ampére und 10 Volt im Tonzylinder unter Benutzung 
einer Riihrelektrode ,,elektrolysiert“, wobei als AuBenfliissigkeit 
1°/,ige wiBrige Schwefelsiiure diente.*) Die Temperatur wurde 
durch Kiihlung unter 25° gehalten. Dauer des Stromdurchgangs 
3 Stunden. Das Reaktionsprodukt wurde in Ather gebracht; 
die Lésung zeigte auBer einem einheitlichen Porphyrinspektrum 


') Einige Male zeigte die Liésung in N/10-Kalilauge unmittelbar 
nach der Herstellung das Spektrum: I. 635 usw., wie es seinerzeit von 
mir fiir das sog. a-Hamatoporphyrin beschricben worden ist, das dann 
allmiihlich in das obige Spektrum: I. 645 usw. iiberging. — Ob diese 
Wandlung lediglich durch eine Anderung der Dispersitiit bedingt ist oder in 


einer rein chemischen Veriinderung besteht, ist noch nicht entschieden. — 
®) Denselben Schmelzpunkt ergab sowohl krystallisierter, nach dem 
Verfahren von A. Papendieck und K. Bonath aus Hiimin dargestellter 
Hiimaterinsiiureiithylester als auch sein Gemisch mit obigem Athylester. 
‘) Vgl. A. Papendieck und H. Bonath, Uber Porphyrine aus 
Blutfarbstoff. Diese Zs. Bd. 144, 8S. 60 (1925). 
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den von A. Papendiecks und K. Bonaths Versuchen an 
Himaterinsiiure her bekannten Streifen eines Zersetzungs- 
produkts auf etwa 645,0. Das Porphyrin wurde aus der ge- 
waschenen itherischen Lésung in 5°/,ige Salzsiiure, daraus mit 
Natriumacetat in Ather gebracht, dieser gewaschen und ver- 
dampft. Der Rickstand stimmte in seinen spektrochemischen 
Reaktionen vollkommen mit demjenigen Hydrierungsprodukt 
iiberein, das nach dem gleichen Verfahren zuerst von A. Papen- 
dieck und K. Bonath aus reiner Hamaterinsiiure erhalten 
worden ist. 

8) Der Versuch wird wiederholt mit der Abinderung, dab 
der Stromdurchgang nur 1'/, Stunden wihrte. Das Reaktions- 
produkt bestand schitzungsweise erst zur Hialfte aus dem 
Hydrierungsprodukt. (Spektrum der Lésung in schwach essig- 
siiurehaltigem Ather: Doppelspektrum, Str. I. Doppelstreifen, 
Max. ,,a etwa 632,0, ,,b ungefihr 623,0 usw.) 

b) Mehrmalige Wiederholung obigen Versuchs am Hiimato- 
porphyrin-Nencki ergibt dasselbe. — 


ILI. 


Das durch 2—3 Stunden langes Kochen, von «-Himatin 
mit 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol gewonnene Ver- 
esterungsprodukt wird iiber Chloroform abgeschieden') und 
demselben Verfahren unterworfen. Das Reaktionsprodukt, in 
Ather gebracht, gibt ein Doppelspektrum: Streifen I. Doppel- 
streifen, Max. a 632.0, b (etwas stirker) 624,3 usw. Die daraus 
abgeschiedene ,,Hiimaterinsiiure“ gibt die fiir sie bezeichnenden 
spektrochemischen Reaktionen: 

1. Lésung in n/10-Kalilauge: Typisches dreistreifiges Spek- 
trum, Str. I. 643,5, Il. 591,0, Il]. 538,8. 

2. Lisung in schwach essigsiurehaltigem Ather: I. 632,3, 
Il. 575,8, LI. 536,0, [V. ungefiihr 503,09. 

3. Lésung in 25°/,iger Salzsiiure: I. 602,6, III. 557,6. 

4. Mit dem gleichen Volumen 25° iger Salzsiiure ge- 

schiittelte Lisung in Chloroform: I. 606,0, IIT. 560,7. 


) Spektrum seiner Liésung in hydrazinhaltigem Pyridin: Haupt- 
streifen (I.) 548.2, Nebenstreifen (II.) 518,0. 
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5. Lésung der nach Zaleski dargestellten Kisenkomplex- 
verbindung in hydrazinhaltigem Pyridin: I. 557,0, IIT. etwa 526,5. 

Der Versuch wird an einem nach obigem Verfahren 
methylierten (,veresterten“) Hiimatin wiederholt mit der Ab- 
inderung, daB der kochenden Fliissigkeit von Zeit zu Zeit 
noch etwas 25°/,ige Salzsiture zugesetzt wird. Das Reaktions- 
produkt, in Ather gebracht, gibt ein Doppelspektrum: Str. I. 
Doppelstreifen (beide Maxima ungefihr gleich stark) etwa 
a = 632.0, b = 624,0. Die daraus abgeschiedene ,,Hiimaterin- 
siiture“ gibt die fiir sie bezeichnenden spektrochemischen Re- 
aktionen mit den verlangten Werten. Das auBerdem noch 
vorhandene Porphyrin hat die Salzsiurezahl des Himato- 
porphyrins-Nencki und gibt auch dessen spektrochemische 
Reaktionen mit den fiir jenes verlangten Werten. 


IV. 

a) ¢-Hiimatin wird 1—2 Stunden mit 1°/, HCl enthaltendem 
Methylalkohol am Riickflu8kiihler gekocht. Das iiber Chloro- 
form abgeschiedene Produkt, das in hydrazinhaltigem Pyridin das 
Spektrum I, Max., 548,2, I. 518,0 gibt, wird, in wenig Chloro- 
form geldst, '/, Stunde mit 25°/,iger Salzsiure am Riickflub- 
kiihler gekocht. Das daraus abgeschiedene Produkt, das in 
hydrazinhaltigem Pyridin das hiimochromogenihnlichere Spek- 
trum I. Mitte etwa 554,5, Il. ungetaihr 525 gibt, liefert beim 
Enteisenen mit Hydrazin—HKisessiggemisch ein Porphyringemisch, 
das in betriichtlicher Menge ,,Himaterinsiure“ enthilt. 

b) Der Versuch wird wiederholt mit der Abweichung, da8 
statt 1/, Stunde 1 Stunde mit 25°/,iger Salzsiure gekocht 
wird. Aus dem Produkt (Spektrum in hydrazinhaltigem Pyridin: 
1. 555,0 Misch(spektrum) wird beim Enteisenen ein Porphyrin- 
gemisch erhalten aus dem sich in reichlicher Menge ,,Hiimaterin- 
siure’ abscheiden lieB. 

c) ¢-Himatin wird 3 Stunden mit 1°/, HCl enthaltendem 
Methylalkohol am RiickfluBkihler gekocht. Das iiber Chloro- 
form abgeschiedene Produkt, das in Pyridin das Spektrum 
I. 548,5, Il. etwa 5185 gibt, wird 8 Stunden mit 25°/,iger 
Salzsiiture am RiickfluBkiihler gekocht. Kine Probe, in hydra- 
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zinhaltigem Pyridin gelést, gibt das Spektrum I. 5565, II. 
etwa 527,0; die Hauptmenge wurde mit Hydrazin—Kisessig ent- 
eisenet und ergab dabei fast ausschlieBlich ..Haimaterinsiiure“. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


Neuerdings habe ich gefunden, daB das Hiimatoporphyrin- 


© 


Nencki schon bei mehrstiindigem Kochen mit EKisessig am 
RiickfluBkiihler groBenteils in einen Kérper iibergeht, der 
héchstwahrscheinlich Himaterinsiure ist. Fiir diese unerwartete 
Umwandlung sprechen folgende Befunde. Der aus der Lésung 
des Reaktionsproduktes durch Fraktionieren nach der Methode 
von Willstitter und Mieg gewonnene Korper hat eine viel 
hdhere Salzsiiurezahl als das Himatoporphyrin-Nencki, und 
seine Lésungen in n/10-Kalilauge, 25°/,iger Salzsiure, Ather 
und salzsiurehaltigem Chloroform geben die fiir die Hamaterin- 
saure bezeichnenden Spektren: 

a) In 25°/,iger Saure: I. 602,0, IL]. 557,0. 

b) In Ather: I. 682.5, IL 575,5, II]. 535,5, IV. 502,5. 

c) Mit 25°/,iger Salzsiure geschiittelte Chloroformlésung: 
1, 605,7, ILI. 560,8. 

d) In n/10-Kalilauge: typisches Hamaterinsaéurespektrum: 
I, 643,0, II. 590,0, IIL. 544,0. 

e) Eisenkomplexverbindung in hydrazinhaltigem Pyridin: 
I. 557,8, II. 527,5. 

Das von R. Willstaitter beschriebene Acetylhimato- 
porphyrin, das nach seinen Angaben durch Aufkochen einer 
Lésung von Himatoporphyrin-Nencki in Kisessig entsteht, 
gibt durchaus abweichende spektrometrische Werte, die z. B. 
fiir die Lésung in Ather nach meinen Feststellungen nicht 
oder kaum von denen des Hiimatoporphyrin-Nencki ab- 
weichen, vgl. die Tabelle S. 10. 

Das beschriebene Verhalten des Himatoporphyrm-Nencki 
bietet ein weiteres Mittel zur Unterscheidung vom Kopropor- 
phyrin, die nunmehr durch die verschiedenen vom Verfasser 
angegebenen spektrochemischen Reaktionen noch an _ sehr 
kleinen Mengen leicht und sicher durchgefiihrt werden kann. 
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Analysenreines krystallisiertes Himatoporphyrin-Nencki. 





A 


In Eisessig gelést und mit der 
80 fachen Menge Ather verdiinnt: 


I, 624,3 
IT. 569,0 


[II. Mitte 529,5 
Max. b = 527,0 
LV. nicht bestimmt 





Lisung in EHisessig '/, Minute ge- 
kocht, abgekiithlt (= Willstitters 
Acetylhiimatoporphyrin) Fliis- 
sigkeit mit der 30fachen Menge 

Ather verdiinnt’): 

I. 624,2 

II. 569,0 

If. Mitte 529,3 
Max. d= 526,8 
nicht bestimmt 


ay. 


Die beschriebene Umwandlungsreaktion laBt sich wenig- 
stens sehr iihnlich auch mit Propionsiiure durchfiihren, wihrend 
Ameisensiiure anscheinend in Ubereinstimmung mit ihrer 
chemischen Kigenart nicht in derselben Art einwirkt, bei den 
' vorliiufigen Versuchen wenigstens keine so glatte Umwandlung “ 


ergab. 


Kndlich sei erwihnt, daB die Kisenkomplexverbindung des 


Himatoporphyrin-Nencki bei 2stiindigem Kochen mit Kis- 


essig sich hiéchstwahrscheinlich ebenso yerhilt wie das Hiimato- 
porphyrin selbst, denn das Produkt gab in hydrazinhaltigem 
Pyridin die dem «-Hiimatin iihnlicheren Werte I. 554,38, IL. 
524,0 (Fe-Verbindung des Himatoporphyrin-Nencki I. etwa 


548,5). 
Wurde 


7 Stunden mit Eisessig gekocht, so ergab das 


Produkt in hydrazinhaltigem Pyridin die Werte: I. 556,0, 
Il. etwa 525,5 und beim Enteisenen mit Hydrazin—Eisessig 
weit itiberwiegend Himaterinsiiure. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich auch an dieser Stelle fiir die mir gewihrte Unterstiitzung. . 


') Der daraus abgeschiedene Kérper léste sich im Gegensatz zum 
Hiimatoporphyrin-Nencki ziemlich leicht in Chloroform und hatte 
hohere Salzsiiurezahl. 


eine 





Wachstumsfaktoren. X. 


Von 
Hans y. Euler, Karl Myrbiick, Hermann Fink und Harry Hellstrém. 


Mit 13 Figuren im Text, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 16, April 1927.) 


Wie in einer vorhergehenden Untersuchung von Euler, 
Myrbick und 8. Karlsson!) einleitend betont wurde, ,,wiire 
es fiir die Durchforschung von A- und 1D-haltigem Material 
von groBem Wert, wenn eine leicht durchzufiihrende, leicht 
erkennbare Reaktion die langwierigen ‘Tierversuche ersetzen 
kénnte.“ 

Den frither aufgezihlten Farbenreaktionen des Trans und 
der Sterine ,,reihen sich neuere, von Rosenheim und Drum- 
mond?) vorgeschlagene an (Arsentrichlorid u.a.. Wahrend 
die &lteren Reaktionen so veriinderlich sind, da  colori- 
metrische Messungen iiberhaupt nicht in Frage kommen, 
ist die Farbung, die nach dem Verfahren von Rosenheim- 
Drummond eintritt, schon erheblich bestindiger.. .“ 

Wir sind dann an die Ausarbeitung einer Methodik mit 
spektrophotometrischen Messungen herangetreten, und zwar 
haben wir uns — wegen der groBen Bestiindigkeit — zuniichst 
der von Fearon’) beschriebenen Pyrogallolreaktion zugewandt 
und haben spektrophotometrische Messungen mitgeteilt, durch 
welche wir das Verhalten des Trans scharf von demjenigen 
der ultraviolett bestrahlten Ole unterscheiden konnten. 

*) Kuler, Myrbick u. Karlsson, Diese Zs. Bd. 157, 8.263 (1926). 


*) Rosenheim u. Drummond, Biochem. Jl. Bd.19, S. 753 (1925). 
*) Fearon, Biochem Jl. Bd. 19, S. 888 (1935). 
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Unser Ergebnis ist in der darauf folgenden Literatur nicht 
immer ganz sachgemiiB zitiert worden, und sei deswegen noch- 
mals wo6rtlich angefiihrt: 

,Die an sich naheliegende Vermutung, daB8 die durch Be- 
lichtung yon inaktiven Olen entstehenden Stoffe zu den Vita- 
minen A oder auch dem Wachstumsfaktor 1D in naher Be- 
ziehung stehen, bedarf natiirlich weiterer Priifungen; in bezug 
auf die ... Farbenreaktion mit Pyrogallol verhalten sich jeden- 
falls A- und | D-reiche Transorten und bestrahlte, anti-rachitisch 
stark wirksame und das Wachstum stark fordernde Ole durchaus 
verschieden.“ | 

»Was nun den Zusammenhang zwischen Intensitiit der 
Farbenreaktion einerseits und anti-rachitischer Wirkung ander- 
seits betrifit, so muB anf Grund unserer hier mitgeteilten Ver- 
suche die Proportionalitit zwischen den Wirksamkeiten A 
bzw. 1D und der Absorption an einem gréBeren Material er- 
mittelt werden, bevor tiber den Zusammenhang zwischen Farben- 
reaktion und biologischer Wirkung etwas Endgiiltiges ausgesagt 
werden kann. Insbesondere méchten wir hier betonen, was bei 
den meisten Besprechungen dieser Fragen iibersehen wurde, 
daB die beiden biologischen Wirkungen Al und |D_ unab- 
hiingig vonelnander untersucht werden miissen, wie neuerdings 
wieder durch die griindlichen Untersuchungen von H. Chick} 
festgestellt wurde.“ 

Ebenso negative Ergebnisse erhielten mit der Fearon- 
schen Methodik Willimott und Moore?) sowie Rosenheim 
und Webster.’) Der von letzteren Forschern gefiihrte Nach- 
weis, daB der unverseifbare Anteil von Dorschleberél, welcher 
den Zuwachstaktor enthilt, die Fearonsche Reaktion nicht 
sibt, dab das dieser Reaktion zugrundeliegende Chromogen aus 
der Seifenlésung gewonnen werden kann, bedeutet wohl den 
entschiedensten Beweis dafiir, daB Zuwachsfaktor und Pyro- 
gallolreaktion in keinem Zusammenhang stehen. 

Seit unserer vorhergehenden Mitteilung ist das Problem 


:) H. Chick, Biochem. Jl. Bd. 20, $. 119 (19286). 
*) Willimott u. Moore, Biochem. Jl. Bd. 20, 8. 869 (1926). 
*) Rosenheim u. Webster, Biochem. Jl. Bd. 20, 8. 1842 (1926). 





Wachstumsfaktoren. X. 13 


der antirachitischen Vitamine insofern in ein neues Stadium 
getreten, als durch die Untersuchungen von Windaus und 
Rosenheim das dem anti-rachitischen Vitamin entsprechende 
Provitamin mit dem Ergosterin identisch zu sein scheint. Damit 
bestiitigt sich gleichzeitig, daB das anti-rachitische Vitamin mit 
dem fettléslichen Wachstumsfaktor auch hinsichtlich der be- 
kannten Farbenreaktionen in keinem Zusammenhang steht. 

Hinsichtlich des Wachstumsfaktors bleibt also das ur- 
spriingliche Problem bestehen, nimlich die chemische Identi- 
fizierung des im ‘l'ran und in anderein natiirlichen Material 
enthaltenen Stoffes und dazu kommt das weitere Problem, ob 
die aus vegetabilischen Olen durch ultraviolette Bestrahlung 
erhaltene Zuwachswirkung auf einen Stoff zuriickzufiihren ist, 
welcher mit dem Wachstumsfaktor des Trans bzw. dem fett- 
léslichen Wachstumsvitamin in chemischer Beziehung stelt. 
Hieran schlieBt sich dann die biochemische Hauptaufgabe 
dieses Gebietes, die Ermittlung derjenigen Reaktion der 
Zelle, an welcher der fettlisliche Wachstumsfaktor 
als Biokatalysator, Hormon oder in anderer Weise 
teilnimmt, 

Was nun die hier vorliegende Frage der Farbenreak- 
tionen betrifft, so ist nach den Ergebnissen von Rosenheim 
und Webster’), sowie von Carr und Price’) kaum mehr daran 
zu zweifeln, daB die AsCl,- bzw. die SbCl,-Reaktion wertvolle 
Anhaltspunkte iiber Vorkommen und Mengen des im Tran vor- 
handenen Wachstumsfaktors gibt. Deshalb schien uns in erster 
Linie ein exakter, auf spektrophotometrische Messungen ge- 
griindeter Vergleich erforderlich zwischen Tranen von gemessener 
Wachstumswirkung einerseits und vegetabilischen, ultraviolett 
bestrahlten, an sich inaktiven Olen yon bekannter Wachstums- 
wirkung andererseits. Schon die unmittelbare und auch die 
colorimetrische Beobachtung lift zwar deutliche Unterschiede 
zwischen beiden Arten von wachstumsférdernden Stoffen hervor- 
treten; aber wie bei der Lisung von chemischen Konstitutions- 


') Rosenheim u. Webster, Biochem. Jl. Bd. 20, S, 13842 (1926): 
Lancet, 1926, S. 806. 
2) Carr u. Price, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 497 (1926). 
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fragen, sind auch hier zu entscheidenden Versuchen spektro- 
photometrische Messungen den colorimetrischen vorzuziehen. 

Uber die Buchstabenbezeichnung der einzelnen Vitamine 
und Faktoren ist leider noch keine Einheitlichkeit erzielt und 
noch nicht einmal ein Prinzip fiir eine rationelle Nomenklatur 
festgestellt. Obwohl es wiinschenswert wire, dab die fettlés- 
lichen und die wasserléslichen wachstumsférdernden Vitamine 
oder Faktoren mit einem und demselben Buchstaben bezeichnet 
werden -— es ist zweifellos unberechtigt, den wasserléslichen 
Wachstumsfaktor mit dem B-Vitamin zu identifizieren — und 
obwohl es also geeignet wiire, den Wachstumsfaktor mit D zu 
bezeichnen, und den fett- bzw. wasserléslichen durch einen Index 
oder vorgesetzten Buchstaben, etwa 1D und hD, zu kenn- 
zeichnen, wie der eine von uns vorgeschlagen hat, so wollen 
wir uns den jetzt in der englischen und amerikanischen Fach- 
literatur an gewandten Bezeichnungen 

A = Wachstumsvitamin 
D = anti-rachitisches Vitamin 

anschlieBen, sofern eine Buchstabenbezeichnung tiberhaupt not- 
wendig ist. 


Methodik. 


Die Farbenreaktionen haben wir genau nach den von 
Rosenheim und Drummond bzw. Rosenheim und Webster, 
sowie von Carr und Price angegebenen Vorschriften aus- 
cefiihrt. 

Was unsere Erfahrungen iiber die Empfindlichkeit der 
Reaktionen betrifit, so scheinen sehr wesentliche Unterschiede 
segeniiber den Angaben der englischen Forscher nicht zu be- 
stehen. ‘Tran, dessen Wachstumswirkung dadurch charakteri- 
siert ist, daB eine tiigliche Dosis von 2 mg zur wachstumsfaktor- 
freien Grundkost normale Gewichtszunahme von jungen weiben 
Ratten (Alter etwa 5 Wochen, mittleres K6rpergewicht 45 g) 
gewiihrleistet (Gewichtszunahme 20 g in 4—5 Wochen), gibt’ 
sich in 1°/,iger Petroliitherlésung noch in einer Menge von 
etwa lmg bei Zusatz von 1cem AsCl, zu erkennen. 

Die auch von Rosenheim und Webster empfohlene. 
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Verwendung von Antimontrichlorid bedeutet auch nach unseren 
Erfahrungen eine Verbesserung, teils wegen der gréBeren Emp- 
findlichkeit der Reaktion, teils wegen der Unabhiingigkeit vom 
Lésungsmittel (Chloroform) und der etwas geringeren Empfind- 
lichkeit gegen Feuchtigkeitsspuren. 

Was die spektrophotometrischen Messungen betrifit, so 
kénnen wir zunichst auf die friihere Untersuchung (Diese Zs. 
Bd. 157) verweisen.}) 

Die mit dem Nordlichtspektrographen von Toepfer, Berlin, 
aufgenommenen Spektralphotogramme wurden mit dem Sieg- 
bahnschen registrierenden Mikrophotometer ausgewertet.*) Das- 
selbe liefert von jedem Spektrogramm eine Kurve, deren Ordi- 
naten den Ausschligen entsprechen, wihrend die Abszissen 
proportional mit der Dispersion des Spektrums sind. 

sel jeder Platte wurde die Lichtintensitit konstant ge- 
halten, so daB& die Héhenskala bei allen Registrierungen die 
gleiche war. Weitere Sicherheit gegen die Deformation des 
Papiers, auf welchem die Registrierung geschah, ergibt sich 
dadurch, dab auf dieses gleichzeitig ein 5mm-Netz einkopiert 
wurde. Innerhalb der Messungsfehler konnte eine Deformation 
nicht konstatiert werden. 

Die Fig. 1 (Platte 10) zeigt eine zusammenhingende Reihe 
von Kurven, auf einer und derselben Platte aufgenommen, und 
somit unter sich vergleichbar. 

Die Kurven d und g geben das Spektrum des Lésungs- 
mittels wieder, e und / das Spektrum durch das Lésungsmittel 
+ geliste Substanz. 

Die Ordinaten sind hier die Ausschlige des Photometer- 
Galvanometers in Zentimetern, die Abszissen sind die Lingen- 
maBe des Spektrums, versehen mit der Wellenlingenskala. 


') Herrn Dozenten Dr. A. Odencrants wollen wir fiir seine Hilfe 
wieder bestens danken. 

*) M. Siegbahn, Phil. Mag. Juli 1924, S. 217. — Herrn Professor 
Manne Siegbahn, der uns freundlichst gestattet hat, unsere Spektro- 
photogramme mit seinem ausgezeichneten Instrument in seinem Institut 
in Upsala auszuwerten, sei auch hier unser verbindlichster Dank aus- 
gesprochen. 
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. s = | AuBerdem wurde in der 
g{ -____se_—-—“"—~"=  gleichen Weise, aber mit einer 
. etwas anderen Liingenskala, die 
Lee einkopierten Graukeile ausge- 
sth wertet. Die Ordinaten sind hier 
y pe die Galyanometerausschlige, 
a sleichwertig mit den vorher- 
F gehenden, die Abszissen sind 
E oe in erster Hand Keillingen. | 
0 Da innerhalb der Fehler- | 
| ___=__—_ grenzen die Keilkonstante 0,260 | 
a (Intensitaitsiinderung, berechnet | 
ee et in log/J per cm) als konstant 
by — angesehen werden kann, sind 
tf diese Liingenmafge auch direkt 
5 in log J umgerechnet. Vgl. An- 
—_— ae hang. ; 
EE $-_+ = Die Ubertragung in Ab- 
~ — a sorptionswerte (log 4) wurde so 
aa tol ne ausgefiihrt, daB man fiir eine ' 
| 7 a gewisse Wellenliinge — siehe 
| s Fig. 1, 2,2’ — die Ordinaten- 
- werte(Galvanometerausschlige) 
nimmt, welche auf zwei zu- 
H\ 'ek ~  sammengehdrigen Kurven lie- 
NS gen. Diese sucht man in der 
ll" 88 Keilregistrierungskurve § (y, 7’) 
: auf und verwandelt sie damit 
' in log /-Werte. Es wird dann 
\ log 4 = log /J'— log J. 
oy x : Diese log4-Werte werden 
MC dann als Ordinaten in den Ab- 
- a il ich 7 sorptionskurven aufgetragen, 
= | § he mit Abszissen, welche mit den 
S ; der urspriinglichen .,Schwiir- 


7. es zungskurven* identisch sind. 
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Wegen der stark wechselnden Absorptionswerte sind die 
Kurven hinsichtlich der Ordinaten in drei verschiedenen Mab- 
stiben gezeichnet worden; das Ordinatennetz zeigt jedoch fiir 
alle die gleichen Werte. Die Abszissen sind in Wellenlingen 
eingeteilt; je 500 A.-E. sind eingezeichnet, im itibrigen sind je 
100 A.-E. markiert. 

Da die Keilregistrierungskurve in ihrem unteren Teil so 
flach verlief, daB die Messungen unsicher und schwierig wurden, 
wurde dieselbe mit der halben Abszissenskala umgezeichnet, 
wodurch allerdings keine gréBere theoretische Genauigkeit er- 
halten wurde, aber die Ablessungen konnten praktisch besser 
ausgefiihrt werden, was sich auch in dem mehr kontinuier- 
lichen Verlauf der Kurven zeigte, welche so erhalten wurden. 

Bisweilen (z. B. bei Platte 11) haben die einander entsprechen- 
den Absorptionskurven (g—d, h—d) zwar einen analogen Ver- 
lauf, aber die absoluten Absorptionswerte sind verschieden. 
Dies beruht auf unserer Arbeitsweise, den Tran- bzw. Olzusatz 
in Tropfen zu messen, was bei der groSen Unbestindigkeit 
der Farbungen und der Notwendigkeit, schnell zu arbeiten, 
zweckmiBig war. Die TropfengréBe laBt sich nicht ganz kon- 
stant halten, wodurch die Stirke der Farbung, nicht aber die 
charakteristische Form der Absorptionskurve, auf die es bei 
den vorliegenden Vergleichen ankam, beeinfluBt wird. 


Die Aufnahmen. 


Wir benutzten stets panchromatische Platten (Wellington- 
Spektrum). Die Spaltéffnung war stets 0,05 mm. Die Kon- 
stanz der Lichtquelle wurde fiir alle Spektralaufnahmen einer 
Platte durch Messung und Regulierung von Spannung und 
Stromstirke kontrolliert. Bei allen Platten ist Aufnahme 
a) das Hg-Spektrum, b) und c) sind die Graukeilkopien. 

Platte 14. Tran. Vergleich der Rosenheimschen Farb- 
reaktion mit Arsentrichlorid mit der Antimontrichloridreaktion 
nach Carr und Price. 

Schichtdicke 13 mm. — Dauer der Aufnahme 12 Sek. 


d) SbCl, in Chloroform gelést (30°/,ig). 
e) 3 ccm SbCl,-Lésung + 2 Tropfen Tran (= etwa 0,5 ccm). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVUII. 2 
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f) AsCl, (Lésungsmittel) 
h) 3ecem AsCl, + 3 Tropfen Tran (= etwa 0,75 ccm). 


Das Absorptionsmaximum ist bei der Reaktion mit Anti- 


montrichlorid nach Rot verschoben. Wie bereits von Seite 


der 


englischen Autoren hervorgehoben wurde, ist die SbCl,- 


logA Diff h-F 
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Fig. 2. Fig. 3. 


Reaktion empfindlicher, 2 Tropfen Tran (= rund 0,075 ccm) geben 


mit 
mit 


SbCl], fast ebenso starke Absorption wie 3 Tropfen Tran 
AsCl,. Von unserem Standardtran norwegischen Ursprungs 


gaben 3 Tropfen eine zu starke, fiir die Registrierung un- 
geeignete Absorption mit SbCl,. 


Platte 15. Arachid6él, unbestrahlt, 4 Min. bestrahlt 


und 20 Min. bestrahlt. Farbenreaktion mit SbCl, in Chloro- 
form. 


Schichtdicke 13 mm. — Dauer der Aufnahme 10 Sek. — 90 Sek. nach 
der Mischung aufgenommen. 

d) Lésungsmittel (30°/, SbCl, in Chloroform). 

e) 3cem Lésungsmittel + 3 Tropfen unbestrahltes Ol. 

f) 3ccm Lisungsmittel + 3 Tropfen 4 Min. bestrahltes Ol. 

g) 3 cem Lésungsmittel + 3 Tropfen 20 Min. bestrahltes Ol. 





Wachstumsfaktoren. X. 19 


Wie der Vergleich der Figg. 4, 5 und 6 zeigt, verlaufen 
die Absorptionskurven des unbestrahlten, des 4 Min. und des 
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20 Min. bestrahlten Oles sehr dhnlich. Nur eine kleine Ver- 


schiebung des Absorptionsmaximums ist eingetreten. 
Arachidél, unbestrahlt und 4 Min. be- 


Platte 


16. 


strahlt, Farbenreaktion mit AsCl,. 


9* 
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Schichtdicke 18mm. — Dauer der Aufnahme 10 Sek. — Photographiert 
90 Sek. nach der Mischung. 
d) Lésungsmittel (AsC],). 
e) 3ccm AsCl, + 3 Tropfen unbestrahltes Ol. 
f) 3cem AsCl, + 3 Tropfen 4 Min. bestrahltes Ol. 


Auch hier haben die Absorptionskurven fiir bestrahltes 
und unbestrahltes 01 eine sehr ahnliche Form, wie die Figg. 7 
und 8 zeigen. 

log A Diffe-a Zum Vergleich mitdem 
Tran und dem ultraviolett 
bestrahlten Arachidél 
a haben wir auch die Ab- 
eal sorption von ultraviolett 
bestrahlten § Ergosterin- 
07 lésungen in Paraffin nach 

\ Mischung mit AsC], unter- 
Pou tiy 2 sucht. Das Ergosterin- 
vain teil S00 priparat verdanken wir 

mein Herrn Prof. Dr. A. Win- 

daus; es besaB die nun- 
fogA mehr bekannte, auBer- 
{ ordentlich starke  anti- 

\ rachitische Wirkung, da- 

Ow U gegen eine Wachstums- 





02 























wirkung, welche nur relativ 
03 ne gering war und nur etwa 
14 Tage anhielt. 


ba Dazu war es notwen- 
\ dig, zunachst die Absorp- 
= tion von Paraffin in 
\ Mischung mit AsCl, fest- 

zustellen. : 
Platte 11. Arsen- 
Trichloridreaktion. 
Vergleich der Absorption von Paraffinél (Liésungsmittel des 
Ergosterins) sowie Ergosterinlisung (Windaus) in Paraffindl 
(0,1 g in 100 ccm), unbestrahlt 4 Min., und 20 Min. be- 

strahlt. 
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Fig. 8. 
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Schiehtdicke 183 mm. — Dauer der Aufnahme 15 Sek. 
d) AsCl, (Lésungsmittel). 
e) 83cem AsCl, + 2 Tropfen Paraffinél. 
f) 83ccm AsCl, + 2 Tropfen unbestrahlte Paraffinlésung von Ergosterin. 
g) 3ecmAsCl, + 2'Tropfen 4 Min. bestrahlte Paraffinlés. von Ergosterin. 
h) 3cecmAsCl, +2 Tropfen 20 Min. bestrahlte Paraffinlés. von Ergosterin, 
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Der Zusatz von Paraffindl andert die Absorption von 
AsC], kaum merklich, die Absorptionskurven waren identisch 
innerhalb der Versuchsfehler. Unbestrahlte und ultraviolett be- 
strahlte Paraffinlésungen von Ergosterin zeigen Verschieden- 
heiten in den Absorptionskurven Figg. 9—11. 

Platte 10. Arsen-Trichloridreaktion. Vergleich der 
Farbreaktion mit Tran einerseits und einer bestrahlten Paraffin- 
lésung des Ergosterins Windaus. 


Schichtdicke 16 mm. — Dauer der Aufnahme 10 Sek. 
d) AsCl, (Lésungsmittel). 
e) 7,1 g AsCl, + 0,1 g Tran. 
g) Sa See: in 13mm Schicht, Dauer der Aufnahme 
15 Sek. 


h) 4,4 g AsCl, + 0,07g Paraffinlésung von Ergosterin Windaus 
in 18 mm Schicht; Dauer der Aufnahme 15 Sek. 
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Die Figg. 12 und 13 lassen 
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Die Wachstumswirkung des bestrahlten Arachidoles. 


Die Wachstumskurven des angewandten Oles, welche von 
unseren Albinoratten erreicht wurden, werden in anderem Zu- 
sammenhang eingehender mitgeteilt und besprochen. 

Die Bestrahlung geschah teils in einer Quarz-Mantelréhre 
von der Quarzlampengesellschaft Hanau, teils in einer flachen 
Quarzréhre, welche bereits in einer vorhergehenden Mitteilung 
von Euler und Rydbom}) beschrieben ist. Bei der Bestrahlung 
kam das Ol mit der Atmosphire nicht in Bertihrung. Eine etwa 
0,5 mm dicke Schicht war teils 4 Min., teils 20 Min. den Strahlen 
einer Quarzlampe ausgesetzt und zwar bei letzterer Anordnung 
in einer Entfernung von etwa 10cm. Die Temperatur wurde 
dadurch geregelt, daB das zirkulierende Ol von seinem Austritt 
bis zu seinem Wiedereintritt in das Quarzrohr gekihlt wurde. 

Schon durch die kurzdauernde Bestrahlung scheint ein 
groBer Teil des Wirkungsoptimums erreicht worden zu sein. 

Unsere Ratten, welche bei einem mittleren Gewicht von 
40g durch Vorbehandlung mit A- und D-freier Grundkost 
(Zugabe von Marmite und Citronensaft) bis zum Wachstums- 
stillstand gebracht worden waren, wurden durch Tageszusitze 





) vy. Euler und Rydbom, a.a. O. 
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von 8 bzw. 5 mg bestrahlten Arachidéles zum normalen Wachs- 
tum, 18g Gewichtszunahme, in 35 Tagen gebracht. 


Direkte Beobachtung der Farbenreaktionen. 


Die spektroskopischen Befunde stehen in guter Uberein- 
stimmung mit den durch direkte Beobachtung!) gewonnenen, 
Tran gibt mit AsCl, und BbCl, die typische blaue Farbung 
(Rosenheim u. Webster). Arachidél wird durch keines dieser 
Reagentien gefarbt. Die Bestrahlung des Oles, auch wihrend 
langerer Zeiten ruft keine Farbenreaktion hervor. Ergosterin’), 
in Paraffindl gelést, gibt mit AsCl, eine recht bestandige Rosa- 
firbung, die jedoch sich bereits bei direkter Beobachtung deutlich 
von den AsCl,- bzw. SbCl,-Reaktionen der Trane unterscheidet.*; 


Tabellen. 
Tabelle I. Platte 10. 
Abszissenwert| Keillinge Dif Abszissenwert Keillinge 
in in em _ in in em 











A.-E. | mm d | e | d—e]| A.-E. | mm g | b | he-g 
4540 | 40 | 2,56 | 3,37 | 0,81 | 4360 30 | 283 3,30 | 0,47 
4590 | 43 | 2,66 | 3,33 | 067 | 4390 33 | 266 3,10 | 0,44 
4650 | 46 | 2,70 | 3,37 | 0,67 | 4470 | 36 | 2,43 3,06 | 0,63 
4710 | 49 | 2,77 | 3,44 | 067 | 4540 | 40 | 2,07 3,13 | 1,06 
4790 | 52 | 2,77 13,44 | 067 | 4590 | 43 | 2,07 | 3,36 | 1,29 
4360 | 55 | 2,66 | 3,47 | 081 | 4650 | 46 | 2,07 | 3,64 | 1,57 
4940 | 58 | 2,27 | 3,57 | 1,30 | 4710 | 49 | 228 4,00 | 1,77 
5000 | 61 | 1,44 | 3,64 | 2,20 | 4790 | 52 | 2,18 4,17 | 2,04 
5120 | 64 | 0,33 | 3,87 | 3,54 | 4840 | 54 | 1,83 | 3,94 | 211 
5210 67 0,33 | 4,83 | 4,50 4860 55 1,73 | 3,80 | 2,07 
5270 68,5} 0,00 | 5,18 | 4,85 4910 D7 1,438 3,40 | 1,97 


























5310 | 695] — | 4,86 | 4,86 | 4990 | GO | 0,70 | 2,43 | 1,73 
5320 | 70 | — | 4,87 | 4,87 | 5050 | 62 | 0,33 1,86 | 1,53 
5360 | 71 | — | 3,97 | 3,97 | 5150 | 65 | — | 1,10 | 1,10 
5390 | 72 | — | 3,47 | 3,47 | 5320 | 70 | — | 0,50 | 0,50 
5430 | 73 | — | 3,03 | 3,03 | 5510 | 75 | — | 0,00 | 0,00 
5480 | 7 — |2,70 | 2,70 
5510 | 7 | — | 2,30 | 2,30 
5570 | 76 | — | 1,43 | 1,43 
5730 | so | — | 0,00 | 0,00 





1) Wir verdanken das Priparat Herrn Prof. A. Windaus. 
*) Ebenso bei den Beobachtungen mit Lovibonds Tintometer. 
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Tabelle II. Platte 11. 





















































Abszissenwert in Keillinge in cm Differenz 
A-E. |mm | dad | f | g | bh | fd | g—d | h—a 
4470 35 | 213 | 213 | 260 223 | — 0,47 | 0,10 
4520 38 | 207 | 2,07 | 2,60 2183 | — | 0,53 | 0,06 
4550 40 | 2,13 | 2,18 | 267 | 2,18 | — | 0,54 | 0,00 
4610 43 | 2,13 | 2,23 | 2,87 | 2,28 | 0,10 | 0,74 | 0,10 
4670 46 | 2,17 | 2,40 | 3,10 | 2,47 | 0,28 | 0,93 | 0,30 
4740 49 | 217 | 2,57 | 3,30 2,63 | 0,40 | 1,13 | 0,46 
4760 50 | 2,18 ~- 3,383 | 2,67 — | 1,20 | 0,54 
4810 52 | 2,07 | 2,60 | 3,23 | 2,57 | 0,53 | 1,16 | 0,50 
4860 54 | 1,938 | 2,47 | 2,97 | 2,28 | 0,54 | 1,04 | 0,80 
4910 56 | 1,77 | 2,33 | 2,60 | 2,00 | 0,56 | 0,83 | 0,23 
4930 58 | 1,60 | 2,13 | 2,07 | 1,80 | 0,53 0,47 | 0,20 
5000 60 1,37 | 1,77 | 1,87 | 1,538 | 0,50 | 0,40 | 0,16 
5080 62 | 1,00 1,40 | 1,40 | 1,00 | 0,40 | 0,40 | 0,00 
5190 65 — | — a a ae me 

Tabelle III. Platte 14. 

Abszissenwert in Keillinge in em Differenz 
A-E. | mm df | e | h e-d = h-d 
4540 40 143 | 1,93 1,83 0,50 | 0,40 
4630 45 7. 1,70 0,50 | 0,23 
4740 50 1,50 | 2,038 | 1,88 0,53 | 0,88 
4810 58 1,43 | 2,00 | 1,90 0,57 | 0,47 
4840 56 1,33 | 1,90 | 1,80 0,57 0,47 
4940 58 1,07 | 1,47 | 1,80 0,73 0,73 
4990 60 0,83 166 | 1,80 0,83 0,97 
5120 64 0,33 143 | 1,77 1,10 1,43 
5180 66 0,17 144 | (4499 1,27 1,60 
5820 70 -_ 1,70 | 2,60 1,70 2,60 
5390 72 — | 2,00 2,67 2,00 2,67 
5430 73 ws 217 | 2,40 2,17 2,40 
5510 15 _ 237 | 1,48 2,37 1,43 
5570 76 — 2,13 1,33 2,18 1,33 
5590 77 — | 1,67 1,07 1,57 1,07 
5640 78 vn | 0,98 0,77 0,93 0,77 
5690 79 — 0,33 | 0,60 0,33 0,60 
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Tabelle IV. Platte 15. 
























































Abszissenwert in Keillinge in cm Differenz 

A-E. | mm] d | e f g | e-d| f-d | g—d 
4540 40 | 0,70 | 1,53 | 2,23 | 1,67 | 0,83 | 1,58 | 0,97 
4590 43 0,73 | 1,47 | 2,07 | 1,53 | 0,73 | 1,33 | 0,80 
4650 46 | 0,83 | 1,53 | 2,07 | 1,57 | 0,70 | 1,23 | 0,73 
4710 49 0,90 | 1,67 | 2,17 | 1,67 | 0,77 | 1,27 | 0,77 
4790 52 0,87 | 1,67 | 2,20 | 1,67 | 0,80 | 1,33 | 0,80 
4860 55 | 0,73 | 1,67 | 2,17 | 1,63 | 0,93 | 1,43 | 0,90 
4940 58 0,60 | 1,63 | 2,17 | 1,57 | 1,03 | 1,57 | 0,97 
4990 60 0,47 | 1,57 | 2,10 | 1,50 | 1,10 | 1,63 | 1,03 
5080 63 | 0,33 | 1,47 | 1,88 | 1,33 | 1,13 | 1,50 | 1,00 
5150 65 0,27 | 1,87 | 1,50 | 1,10 | 1,10 | 1,23 | 0,83 
5210 67 0,17 | 1,07 | 1,10 | 0,83 | 0,90 0,93 | 0,67 
5290 69 | 0,07 0,63 | 0,67 | 0,47 | 0,57 | 0,60 | 0,40 
5320 | 70 — | 0,47 | 0,47 0,33 | 0,47 | 0,47 | 0,33 

Tabelle V. Platte 16. 

Abszissenwert in Keilliinge in em Differenz 

A-E. | mm a a e-d | f-d 
4150 15 218 | 387 | 4,17 1,19 | 1,99 
4220 20 1,83 2,80 | 3,08 0,97 | 1,25 
4290 25 1,53 2,43 | 2,72 0,90 1,19 
4380 30 1,27 213 | 2,47 0,86 1,20 
4470 35 1,10 2,02 | 2,40 0,92 | 1,30 
4550 40 1,00 1,67 | 2,02 0,67 | 1,02 
4650 45 1,00 1,58 | 1,77 0,53 | 0,77 
4760 50 0,00 1,47 | 1,73 047 | 0,73 
4880 55 0,87 125 | 1,48 0,38 | 0,56 
4930 57 0,80 10T | 1,38 0,27 | 0,48 
4950 58 0,80 1,00 | 1,10 0,20 | 0,30 
4980 59 0,80 0,90 1,00 0,10 | 0,20 
5000 60 0,77 0,80 | 0,90 0,03 0,13 
5020 61 0,77 0,77 | 0,77 0,00 0,00 














Ergosterin, in Paraffin gelést, wird hinsichtlich der direkt 
wahrnehmbaren Farbenreaktionen durch ultraviolette Bestrahlung 
nicht verandert. 
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Zusammenfassung. 


Als wesentliches Ergebnis entnehmen wir den Figg. 2—10, 
daB die Absorption, welche in Tranen von normaler Wachs- 
tumswirkung (Tagesdose zum normalen Wachstum etwa 1,8 bis 
2,2 mg) durch Zusatz von Arsentrichlorid (Rosenheim und 
Webster) oder Antimontrichlorid (Carr und Price) eintritt, 
sich in bestrahlten pflanzlichen Olen, wie z. B. Arachiddl, 
welche nach Ultraviolettbestrahlung eine ahnliche Wachstums- 
wirkung fduBern, nicht wiederfindet. Sofern jede der beiden 
Farbenreaktionen mit der Gegenwart wachstumférdernder Vi- 
tamine oder Faktoren in quantitativer Beziehung steht, miiBten 
das Wachstumsvitamin des Trans und der Wachstumsfaktor 
des ultraviolett bestrahlten Arachidéles verschieden sein.") 


') Uber die (von uns noch nicht gepriifte) Farbenreaktion fiir D- 
Vitamin von Shear siehe Proc. Soc. exp. biol. a. med. 23 S. 546 (1926). 





Uber die katalytische Wirksamkeit verschiedener Blutfarb- 
stoffderivate. 
Von 
Richard Kuhn und Ludwig Brann. 


Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem Laboratorium fir allg. und analyt. Chemie der Eidgen. Techn. Hochschule 
Zirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. April 1927.) 


In der ersten Arbeit!) hatten wir festgestellt, daB die 
katalatische und peroxydatische Wirksamkeit von Blutfarbstoff- 
derivaten schon durch verhiltnismibig geringfiigige Anderungen 
im Gesamtmolekil stark beeinflu8t wird. Zur Charakteri- 
sierung des in einer spiteren Arbeit”) aufgefundenen Dihydro- 
himins erwies sich bereits die Katalasewirkung von grofer 
Bedeutung, da weder die Elementaranalyse, noch die spektro- 
skopische und krystallographische Untersuchung die Ver- 
schiedenheit von Himin erkennen lieB. Wir wollen daraus 
nicht etwa den SchluB ziehen, daB die Untersuchung der kata- 
lytischen Eigenschaften in jedem Fall die beste Methode zur 
Charakterisierung eisenhaltiger Blutfarbstoffderivate ist; da 
aber die iiblichen Charakterisierungsmethoden der Blutfarbstoff- 
chemie in manchen Fallen versagen, so glauben wir, daB unsere 
Methode zur Erginzung der bisherigen von Wert sein wird. 





1) R. Kuhn u. L. Brann, Chem. Ber. Bd. 59, S, 2370 (1926). 
2) R. Kuhn, L. Brann, C. Seyffert u. M. Furter, Chem. Ber. 
Bd. 60, 1151 (1927). 
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A. Katalasewirkung. 


1. @-Chlorhimine aus dem Blute verschiedener Tiere. 


W. Kiister’)?) teilt die Himine gema8 ihrer Darstellungs- 
weise in 2 Kategorien ein; die nach der M. Schalfejeff- 
schen%) Methode dargestellten bezeichnet er als «-Himine, die 
nach der K. Mérnerschen*) Methode dargestellten als f-Hi- 
mine. Wie W. Kiister in seinen ,,[ndividuellen Blutunter- 
suchungen“ 5) gezeigt hat, sind nicht nur Hamine ver- 
schiedener Darstellungsweise voneinander verschieden, sondern 
es kénnen auch bei Himinen gleicher Darstellungsweise Ver- 
schiedenheiten vorkommen, die darauf zuriickgefihrt werden, 
daB der Blutfarbstoff mancher Tiere mehr zur Bildung von 
a¢-Haminen, der anderer Tiere mehr zur Bildung von £-Haminen 
neigen soll. Da in ihrer prozentualen Zusammensetzung alle 
Hamine identisch sind®), scheint die Verschiedenheit von «- 
und $-Hiiminen auf einer Isomerie zu beruhen, deren Ursache 
W. Kiister in Unterschieden von Art und Ma8 der Betain- 
bildung sucht. Es bestand nun die Méglichkeit, daB sich der- 
artige feine Verschiedenheiten in dem katalytischen Verhalten 
der Himine verschiedenen Ursprungs auswirken.’) Wir haben 
daher aus Rinderblut, Pferdeblut und Schweineblut Hamin nach 
Schalfejeffs Methode dargestellt. Die Priparate stimmen 
unter allen Versuchsbedingungen innerhalb der Fehlergrenzen 
mit unseren Miinchner Priparaten und untereinander iiberein.*) 





1) W. Kiister u. Reihling, Diese Zs. Bd. 91, S. 115 (1914). 

?) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 129, 8. 156 (1923). 

*) M. Schalfejeff, Chem. Ber. Bd. 180, 8S. 232 (1885). 

*) K. Mérner, Nordiskt. Med. Arch. Festband Nr. 1 u. 6. 

5) W. Kiister, A. Gerlach u. F. Schoder, Diese Zs. Bd. 133, 
S. 150 (1924); W. Kiister u. H. Oesterlin, Diese Zs. Bd. 136, S. 279 
(1924); W. Kiister, Diese Zs. Bd. 138, S. 21 (1924). 

8) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 40, 8. 391 (1903/04). 

’) Nach Moérner dargestelltes Himin ist kein einheitlicher K6rper, 
sondern ein Gemisch von Hiimin und wechselnden Mengen Haminestern, 
wie schon J. Hepter u. L. Marchlewski [Diese Zs. Bd. 41, 8. 38 
(1904)] nachgewiesen haben. 

*) Das Himin aus Schweizer Schweineblut stimmt in Na,HPO, 
gelést ebenfalls mit den drei anderen Himinen gut iiberein, ist aber in 
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DaB wir keine Verschiedenheiten in der Katalasewirkung von 
Haiminen verschiedener Herkunft gefunden haben, beweist 
nicht, daB es nicht doch verschiedene Himine gibt. Ob bei 
der Auflésung des Himins, fiir die nur alkalisch reagierende 
Medien zur Verfiigung stehen, die Verschiedenheiten der 
prosthetischen Gruppen vernichtet werden, oder ob unsere 
Methode so feine Unterschiede, wie sie W. Kiister annimmt, 
nicht anzeigt, bleibt unentschieden. 


2. Himatin und Alterungserscheinungen. 


Bei neueren Messungen der p,-Abhingigkeit der Himin- 
katalase erhielten wir nicht mehr die bereits mitgeteilten 
Resultate. Bei unseren friiheren Versuchen nahm zwischen 
Py (97 und p, 5,72 die katalatische Wirksamkeit von Himin 
nur um etwa6°/, ab. Jetzt fanden wir mit einer frisch bereiteten 
Lésung desselben Praparates eine Abnahme von iiber 40°. 
Der Widerspruch findet seine Lésung durch die Feststellung, 
daB die Art der p,-Kurve von dem Alter der Himinlésungen 
abhingt. In Miinchen hatten wir eine iiber 11/, Jahre bei 
Zimmertemperatur aufbewahrte Katalysatorlésung benutzt. Die 
frisch bereitete Lésung zeigte, wie erwahnt, eine Wirksamkeits- 
differenz zwischen p,, 7,97 und p,, 5,72 von tiber 40°/,. Bei 
4monatlichem Stehen ging aber die Differenz auf 20°/, zuriick, 
und nach 8 tagigem Kochen war die katalytische Wirksamkeit 
nahezu unabhingig vom p,,.') Merkwiirdig ist, daB noch lan- 
geres Kochen (7 Tage) die p,-Abhingigkeit noch weiter ver- 
indert, so, daB lange gekochtes Himin im sauren Gebiet wirk- 
samer ist, als im alkalischen. Fiir die Frage nach dem Wesen 
des Alterns scheinen die folgenden Beobachtungen von Be- 





1,5°/, Pyridin gelést um etwa 10°/, wirksamer als die anderen Hamine. 
Wir glauben aber nicht, daB diese Abweichung durch eine Verschieden- 
heit des Schweinehimins zu erkliren ist, sondern eher vielleicht durch 
eine von uns nicht geniigend in ihrem EinfluB erkannte geringfiigige 
Abweichung bei der Herstellung der Katalysatorlésung von der Norm. 

1) Eine Uberschlagsrechnung zeigt, daB bei Geschwindigkeits- 
verdopplung pro 10°, 3 taégiges Kochen (100°) etwa 2 jiihrigem Stehen bei 
Zimmertemperatur (20°) aquivalent ist. 
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deutung zu sein: 1. Frisch geléstes Hamatin zeigt in viel ge- 
ringerem MaBe die Abnahme der katalatischen Wirksamkeit 
mit sinkendem p,,, wie Hamin selbst. 2. Gealterte Hamin- 
lésungen (in sek. Phosphat) haben etwa 50°/, héhere Chlor- 
ionenkonzentration') als frisch dargestellte. Wir nehmen daher 
an, daB durch das sek. Phosphat das Himin unter Abgabe von 
Cl-Ion langsam in Himatin umgewandelt wird. 

Himatin ist von annahernd gleicher katalatischer Wirk- 
samkeit wie Haimin, nur zeigt es schon in frisch dargestellter 
Liésung nicht die starke p,-Abhangigkeit des Hamins; bei 
py, 7,92 ist Haimatin um ein Geringes wirksamer als Hamin, 
doch iiberschreiten die Unterschiede kaum die Fehlergrenze 
der MeBgenauigkeit. 


3. Aktivierung durch Pyridin. 


Das Auflésen der Haminpraparate in sek. Phosphat er- 
fordert etwa 1/, stiindiges Kochen. Da wir befiirchteten, daB 
feinere Unterschiede der zu untersuchenden Praparate dabei 
verwischt werden, suchten wir eine schonendere Methode zum 
Auflésen des Himins. Wir fanden als geeignetes, schon in 
der Kalte lésendes Mittel Pyridin. Die durch das Pyridin 
bewirkte p,,-Verschiebung ist auBer in den Versuchen, zu denen 
der Katalysator in 100°/,igem Pyridin gelést wurde, gering- 
fiigig, héchstens 0,2 p,-Kinheiten.?) Katalatisch wirkt Pyridin, 
wie wir im Leerversuch feststellten, nicht. Es ist aber die 
katalatische Wirksamkeit von in 1,5°/,igem Pyridin gelésten 
Haimin etwa 3,5mal gréBer, als von in Na,HPO, geléstem. 
‘Der einfacheren Bezeichnung wegen werden wir in Zukunft 
Hamin, das in m/50-Na, HPO, aufgelést worden ist, als ,Na, HPO, - 
Himin“ bezeichnen, und Hamin, das in 1,5°/,igem Pyridin 
aufgelést worden ist, ,,Pyridinhimin“ nennen.) Allerdings 
ist nur beim Vergleich kurzer Reaktionszeiten (10’) die Wirk- 





1) Elektrometrisch mit Kalomelelektrode nach L. Michaelis, Prak- 
tikum der physikalischen Chemie, S. 163, 1926, bestimmt. 

2) Auf Grund einer Uberschlagsrechnung, bei der fiir das Pyridin 
dieselbe Basizitit wie fiir Natriumhydroxyd angenommen ist. 
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samkeit des ,,Pyridinhimins“ die 3,5 fache des ,,Na,HPO,- 
Hamins“; bei langeren Versuchszeiten geht infolge des schnel- 
Jeren Abfalls der Reaktionsgeschwindigkeit beim , Pyridin-Hamin“ 
das Verhiltnis auf 2,7:1 zuriick. Der schnellere Abfall der 
Reaktionsgeschwindigkeit wird vermutlich dadurch bedingt, daB 
der in Pyridin geléste Katalysator wihrend der Reaktion eine 
tiefgreifende Verinderung erleidet. Wihrend er zu Anfang 
der Reaktion die rote Farbe des Himochromogens zeigt, 
schlagt der Farbton wenige Minuten nach Zusatz des Wasser- 
stofisuperoxyds in Braun um, dieselbe Farbe, die ,,Na,HPO,- 
Haimin“ zeigt. Immerhin ist in dem Zeitintervall nach dem 
Farbumschlag die Wirksamkeit noch wesentlich gréBer, wie 
die von ,Na,HPO,-Haimin“, wenn auch langst nicht mehr so 
groB wie im ersten Reaktionsintervall Wenn man einem 
Katalaseversuch mit ,,Na,HPO,-Himin“ nachtraglich dieselbe 
Pyridinmenge zusetzt, wie sie in den Versuchen mit ,,Pyridin- 
himin“ im Reaktionsgemisch enthalten ist (0,022°/,), so erhalt 
man eine nicht unbetriachtliche Aktivierung; sie ist aber 
wesentlich geringer, als wenn das Hiamin direkt in 1,5°/, igem 
Pyridin gelést wird. Das in Pyridin geléste Hamin ist trotz 
des Himochromogencharakters des Absorptionsspektrums kein 
Himochromogen.') Wir haben versucht, aus dem fiir die 
Lésung von Himin verwendeten Pyridin irgendwelche Oxydations- 
produkte desselben (Dipyridyle?), die ja hatten entstehen kénnen, 
wenn durch das Pyridin das Himin zu Himochromogen reduziert 
worden wire, herauszuarbeiten, aber trotz Kinsatz einer groBen 
Menge von Himin (100 g) ohne jeden Erfolg. Vielleicht trifit 
die Annahme W. Kiisters*), daB dem im Pyridin gelésten 
Himin infolge Abwanderns des Chlors bzw. Hydroxyls vom 
Kisen in die Seitenkette radikalartige Natur zukomme, das 
Richtige; durch die Anwesenheit des Pyridins erhielte dies 
Radikal eine gewisse Stabilitit, wihrend die Auflésung von 
- Himin in NaOH nur unter besonderen VorsichsmaBregeln zur 





1) Nach F, Haurowitz [Diese Zs. Bd. 164, S. 255 (1927)] ver- 
braucht in Pyridin geléstes Hiimin ebensoviel Hydrazin zur Reduktion, 
wie in NaOH gelistes; es wird '/, Mol. Stickstoff entwickelt. 

2) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2851 (1925). 
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Bildung eines roten himochromogenartigen Kérpers!) fiihrt, da 
fir gewohnlich der im NaOH geléste Sauerstoff zur Oxydation 
des Radikals ausreicht. Es ware dann verstandlich, daB die 
radikalartige Natur des Hamins in Pyridinlésung eine be- 
sondere katalytische Aktivitit bedingt und auch, daB der Kata- 
lysator durch das H,O, veriindert (oxydiert) wird, wodurch der 
_ Farbumschlag und die Wirksamkeitsabnahme ihre Erklarung 
finden wiirden. Vielleicht kommt auch der oxydierten Ver- 
bindung noch die Fahigkeit zu, eine Komplexverbindung mit 
dem Pyridin zu bilden; das wiirde eine Erklarungsméglichkeit 
dafiir bieten, daB auch noch nach dem Farbumschlag die Ak- 
tivitit gréBer ist, als von ,,.Na,HPO,-Himin“, als auch fiir die 
Wirksamkeitssteigerung durch nachtraglich zugesetztes Pyridin. 

Die Lésung von Hamin in 1,5°/, igem Pyridin nimmt bei 
mehrtigigem Stehen an Wirksamkeit zu; es hat den Anschein, 
als ob zunichst eine kolloidale Lésung vorliegt, die erst all- 
mihlich in eine echte Lésung iibergeht; der ganze Erscheinungs- 
komplex erinnert an von R. Willstatter?) bei der pflanz- 
lichen Peroxydase gemachte Erfahrungen. 

Wir haben die katalatische Wirksamkeit von in 1,5°/, igem, 
2,5°/,igem, 15°/,igem und in 100°/,igem Pyridin gelésten 
Himin verglichen*); die Lésung in 2,5°/,igem Pyridin ist 
noch etwas wirksamer, als die in 1,5°/,igem, die in 15°/,- 
und 100°/,igem Pyridin wesentlich weniger wirksam. Das 
Maximum der Wirksamkeit ist also schon bei ziemlich ge- 
ringer Pyridinkonzentration beim Lésungsvorgang  erreicht. 
Auch in Piperidin und in Anilin geléstes Hamin haben wir 





1) Anm. bei der Korr.: Vgl. dagegen die Richtigstellung von 
W. Kiister, Chem. Ber. Bd. 50, S. 1139 (1927). 

2) R. Willstitter u. A. Stoll, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 416, 
S. 51 (1918). — R. Willstitter u. A. Pollinger, Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 4380, S. 287 (1923). — R. Willstitter u.H. Weber, Bd. 449, 
S. 171 (1926). 

8) Die Lisung in 1,5°/,igem Pyridin war 0,1°/,ig an Himin, die 
in 15°/,igem Pyridin 1°/,ig. Wir setzten. dem Reaktionsgemisch im 
ersten Fall 8cem im zweiten 0,3 ccm Katalysatorlésung zu; infolge 
dessen enthielt das Reaktionsgemisch in beiden Fillen gleiche Mengen 
Hiimin und Pyridin. 
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untersucht; beide Liésungsmittel steigern aber lingst nicht in 
dem MaBe wie Pyridin die Wirksamkeit des Himins. Die 
p, -Abhingigkeit der Katalasewirkung des ,,Pyridinhimins“ ist 
sehr groB, vor allem ist der Abfall mit zunehmendem p,, sehr 
stark; im alkalischen Medium ist die rote himochromogen- 
artige Himin-Pyridinverbindung viel leichter oxydabel, der 
Farbumschlag tritt viel schneller ein, als bei niederem p,,. 
Liingeres Krwirmen auf 90° ist auf die Wirksamkeit des in 
1,5°/,igem und in 100°/, igem Pyridin gelésten Hiimin ohne Einflub. 


4. Vergleich von Chlor-, Brom-, Jod- und Rhodanhiimin 
aus Rinderblut. 


Wir haben weiterhin Chlor-, Brom-, Jod- und Rhodan- 
himin miteinander verglichen. Es ergab sich kein Unter- 
schied der Wirksamkeit. Wir verwandten 1°/,ige Lésungen 
der Katalysatoren in 100°/,igem Pyridin, und da wir bei der 
Untersuchung der «-Chlorhiamine aus dem Blut verschiedener 
Tiere die Erfahrung gemacht haben, da8 die ,,Pyridinhimine“ 
ebensowenig Unterschiede in der Wirksamkeit zeigten, wie die 
Na, HPO,-Himine“, so haben wir uns beim: Vergleich des 
Chlor-, Brom-, Jod- und Rhodanhimins auf eine Versuchs- 
reihe beschrinkt. Alle vier Priparate, in Pyridin gelist, 
haben auch identische Absorptionsspektren, was _ vielleicht 
durch die Annahme zu erkliren ist, daB durch das alkalisch 
wirkende Pyridin der Siurerest aus dem Molekiil heraus- 
genommen wird. 

Die krystallographische Untersuchung von Chlor-, Brom- 
und Jodhimin ergab fiir alle drei Kérper nahezu dieselbe 
Ausléschungsschiefe; das Rhodanhimin hat aber eine wesent- 
lich gréBere Ausléschungsschiefe. 


5. Messungen in 75°/,igem Pyridin. 

Da der Vergleich der katalytischen Wirksamkeit ver- 
schiedener Stoffe nur dann zur Erkenntnis von Beziehungen 
zwischen Konstitution und katalytischer Wirksamkeit fihren 
kann, wenn der Einflu8 des lLésungszustands vidllig aus- 


geschaltet ist, haben wir die Untersuchung in wiBriger Lisung, 


wo gewisse Blutfarbstoffderivate nur kolloidal gelést sind, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXVIII. 3 
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verlassen und die weiteren Vergleiche in 75°/,iger Pyridin- 
lésung vorgenommen; in diesem Medium sind die untersuchten 
Verbindungen alle echt gelést. Wir haben unter diesen Ver- 
suchsbedingungen die starke Verschiedenheit der katalatischen 
Wirksamkeit von Hamin, Dihydrohimin und Mesohimin fest- 
gestellt'); dabei erwies sich Himin am wenigsten wirksam, 
Mesohiimin am stirksten. Leider ist unter diesen Bedingungen 
keine Proportionalitiit zwischen Katalysatormenge und Re- 
aktionsgeschwindigkeit vorhanden. Die dreifache Himinmenge 
bewirkt z. B. in gleicher Zeit einen zehnfach gréBeren Um- 
satz. Diese Tatsache, vereint mit der komplizierten Kinetik 
der Reaktion (schnelles Absinken der monomolekularen Reak- 
tionskonstanten), dem Farbumschlag in den ersten Minuten 
und dem allmahlichen Verblassen des entstehenden Farbtons, 
beweisen, daB der Katalysator unter diesen Bedingungen weit- 
gehend veriindert, d.h. oxydiert wird. Um sicher zu gehen, 
daB der H,O,-Verbrauch nicht etwa in erster Linie durch die 
Oxydation des Katalysators verursacht wird, haben wir die 
entwickelte Sauerstoffmenge im Azotometer aufgefangen; trotz- 
dem wir keinerlei MaBnahmen ergriffen haben, um eine Uber- 
sittigung des Pyridins mit Sauerstoff zu verhindern, so fanden 
wir doch iiber 60°/, des erwarteten Sauerstoffvolumens. Da- 
durch wird bewiesen, daf die H,O,-Abnahme tiberwiegend auf 
Katalasewirkung des Hiimins beruht. 


B. Peroxydasewirkung. 
1. ,Pyridinhimin®. 

Die Reaktion H,O,+2HJ = 2H,O+J, wird durch ,,Py- 
ridinhiimin“ etwa fiinfmal stirker beschleunigt, als durch 
Na, HPO,-Hiimin“, Auch bei dieser Reaktion laBt die Wirk- 
samkeit des ,,Pyridinhimins“ schneller nach, als die des 
»Na,HPO,-Haimins*; die 10’-Werte verhalten sich wie 5:1, 
die Stundenwerte wie 8,6:1. Die Benzidinreaktion wurde zur 
qualitativen Orientierung iiber die peroxydatische Wirksamkeit 





') R. Kuhn, L. Brann, C. Seyffert, M. Furter, Chem. Ber. 
Bd. 60, S. 1151 (1927). : 
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der verschiedenen untersuchten Stofie auch mit herangezogen; 
sie ist recht unspezifisch und wird von fast allen Kisenverbin- 
dungen hervorgerufen. Eine der wenigen Ausnabmen hiervon 
ist die komplexe Ferroverbindung des 1,8-Oxychinolins.!) Als 
Sauerstofidonator wurde auBer H,O, auch noch das in neuerer 
Zeit von D. Ackermann’) angewandte Trimethylaminoxyd 
beniitzt. Die HJ-Oxydation durch Aminoxyd erfolgt mit und 
ohne Himin nur fuBerst langsam, so daB sich diese Re- 
aktion nicht zur quantitativen Messung eignet. Benzidinoxy- 
dation wird in essigsaurer Liésung durch Trimethylaminoxyd 
ebensowenig wie durch H,O, bewirkt, aber man kann sie durch 
Zugabe von Himin und verwandten Katalysatoren auslésen; 
die erzielten Farbténe sind weniger tief, wie bei Verwendung 
von H,O,. Kine Sauerstoffentwicklung aus dem Aminoxyd er- 
tolgt durch Hiimin nicht. 


2. Oxyhimoglobin. 

Die p,,-Abhangigkeit der Beschleunigung der H,O,-HJ-Reak- 
tion durch Oxyhimoglobin haben wir erneut untersucht, wobei 
die Jodschidigung des HbO, durch fortlaufendes Titrieren mit 
Thiosulfat ausgeschaltet wurde; es findet dabei keine Flockung 
des HbO, statt, wie in den friiheren Versuchen ohne fort- 
laufende Titrierung. Aber schon durch das H,O, allein wird 
das HbO, stark geschadigt, denn die kinetische Verfolgung 
der Reaktion zeigt schon nach wenigen Minuten eine starke 
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit. Wir wihlten die 
HbO,-Konzentration so gro8, daB in 10 Minuten schon recht 
betriichtliche Umsiitze erzielt wurden und in einem ‘Tag alle 
Versuche erledigt werden konnten, wodurch sich der Einflub 
des Alterns ausschalten lieB. Die neue p,-Kurve unterscheidet 
sich von der friiheren durch eine betriichtliche Verschmialerung 
des p,-Optimums und durch eine Verschiebung desselben um 
fast eine Hinheit nach p, 4,6+ 0,2. Beim isoelektrischen 
Punkt des Oxyhimoglobins ist ein Wirkungsminimum an- 





1) R. Berg, Jl. f. prakt. Chem. Bd. 115, S. 178 (1927). 
®) PD. Ackermann, K. Poller u. W. Linneweh, Chem. Ber. 
Bd. 59, S. 2750 (1926). 
3* 
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gedeutet. Die Untersuchung der Abhangigkeit von der H,O,- 
und KJ-Konzentration ergab, daB die KJ-Konzenitration fast 
ohne HinfluS ist, wahrend mit wachsender H,O,-Konzentration 
auch die Reaktionsgeschwindigkeit zunimmt. Beim HbO, 
spricht diese T'atsache, beim Himin die gleichzeitige katala- 
tische und peroxydatische Wirkung dafiir, daB das H,0, 
aktiviert wird, und nicht die oxydable Substanz der ,,Wasser- 
stoffdonator“, d.h. die peroxydatischen Blutfarbstoffkatalysen 
lassen sich nicht mit der Wielandschen Dehydrierungstheorie 
erkliren. 

Kohlenoxydhaimoglobin hat merkwiirdigerweise praktisch 
dieselbe Wirksamkeit wie Oxyhimoglobin. Das zeigt, daB das 
H,O, nicht an dieselbe Stelle des HbO,-Molekiils geht, an der 
das Kohlenoxyd und der Sauerstoff addiert werden, es sei 
denn, da eine Verdriingung durch das H,O,  stattfindet. 
Withrend R. Willstatter’) festgestellt hat, daB die pflanz- 
liche Peroxydase sehr verschiedene Leistungsfihigkeit bei der 
Oxydation verschiedener Substrate (Pyrogallol und Leuko- 
malachitgriin) hat, beschleunigt der Blutfarbstoff in ungefihr 
gleichem Mai die peroxydatische Oxydaticn von Pyrogallol 
und von Jodwasserstoff, 

Zur Verdeutlichung der von uns gefundenen Resultate 
seien hier einige Wirksamkeitsvergleiche zusammengestellt: 

Ks werden durch 1 Mol Hiimin katalatisch zersetzt: 


5, Na,H PO,-Hiimin“ »Pyridinhimin“ 
in 10 Min. 36 Mole H,O, 120 Mole H,O, 
OR QE us 250 ,, 4 


Peroxydatisch aktiviert 1 Mol Hamin bei der H,O,—HJ- 
Reaktion 


»» Nag HPO,-Himin“ »Pyridinhamin® 
in 10 Min. 7 Mole H,9, 35 Mole H,0, 
” 60 ”? 25 99 9? 88 ”? ”? 


1 Mol Oxyhimoglobin aktiviert peroxydatisch bei der 
H,O, —HJ-Reaktion 
in 2 Min. 26 Mole H,0, [,,Pyridinhimin“ 9 Mole H,0,] 
? 10 ” 45 9 99 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 449 S, 171 (1926). 
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Nach R. Willstitter?) aktiviert 1 Mol HbO, bei der 
Pyrogalioloxydation, wenn man auf unsere Reaktionsbedin- 
gungen umrechnet.’”) 

in 5 Min. 55 Mole H,Q,. 

Die Peroxydasewirkungen von Himin und Hamoglobin 

verhalten sich wie folgt: 


;,Na,HPO,-Hamin“ ,»»Pyridinhimin“ HbO, 
2 Min. 1 5,8 14,2 
~~ ~ 3 d,1 6, 0 


Die besten Priparate peroxydatischer und katalatischer 
Enzyme sind mehr als 10000fach wirksamer; die Katalase- 
wirkungen von kolloidalem Platin nach G. Bredig*) ist aber 
nur etwa 1,5fach gréBer, als die von ,,Pyridinhaimin“.*) 


Experimenteller Teil. 


Der Versuchsansatz zur Bestimmung der Katalasewirkung 
war derselbe wie in der ersten Arbeit: 

20 ccm 0,17 n-H,O,, 20 ccm m/5-Phosphatpuffer, 3 mg 
Hamin = 0,264 mg zu 200 ccm; Temperatur 0°. 

Das Haimin wurde, falls nicht anders bemerkt, in Form 
von 3 ccm einer 0,1°/,igen Liésung zugegeben. 

»Na,HPO,-Himin* bedeutet, daB zum Lésen ?/,,-molare 
Lésung von Na,HPO, benutzt wurde. ,,Pyridinhimin“, dab 
mit 1,5°/,igem Pyridin (1°/,, Mol im Liter) gelést wurde. Die 

1) Diese Zs. Bd. 130, S. 281 (1923). 

2) Die Umrechnung kann nur anniihernd sein, da die H,O,-Ab- 
hingigkeit bei gréBerer Differenz der Konzentration und der Temperatur- 
koeffizient nicht genau bekannt sind. Die GréBenordnung der Wirksam- 
keit ist jedenfalls die gleiche, wihrend R. Willstatter und H. Weber 
bei der Pyrogallol- und Leukomalachitgriinoxydation durch pflanzliche 
Peroxydase einen Unterschied von 1:40 fanden. 

5) Nach 8. Hennichs, Biochem. Zs. Bd. 145, S. 286 (1924). 

*) Das von W. Langenbeck, Chem. Ber. 60, 8. 931 (1927) als Kataly- 
sator der Dehydrierung von Aminosiiuren beschriebene Isatin hat cine 
sehr kleine Wirksamkeit. Die Zahl der iibertragenen Sauerstoffmolekile 
ist 60000—400000fach kleiner, wie die der durch .,Pyridinhimin“ per- 
oxydatisch aktivierten H,O,-Molekiile. 
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MaBzahlen bedeuten bei den Katalaseversuchen ccm n/10- 
KMnO, Minderverbrauch nach 60 Minuten (Stundenwerte). 
a-Chlorhiamine: 

Fiir den folgenden Vergleich sind die Hiamine villig 
gleichartig aus dem Blut der angegebenen Tiere nach Schal- 
fejeffs Methode dargestellt und dann in Na,HPO, durch 
etwa 3/,stiindiges Erhitzen bis zum Sieden gelést worden. 
Die Zahlen geben Mittelwerte aus 3—4 Einzelbestimmungen an. 








Pu 5,72 | 6,88 | 7,93 
Bayerisches Rind. . . . . 5,48 | 8,75 | 9,71 
Schweizer Rind . . . . * SSF Oe 2 9,71 


Sehweizer Pferd . ay eee ee 5 











Schweizer Schwein . . . . 5,48 | 9,06 | 9,50 


Die Reproduzierbarkeit der Versuche, die im Durch- 
schnitt 0,24 com vom Mittelwert 5,47 abweichen, sei durch 
folgende Zusammeuastellung von 12 Versuchen iiber die kata- 
latische Zersetzung von H,O, durch in Na,HPO,  geldstes 
Hamin in 60 Minuten bei p,, 5,72 belegt: 

5,34 5,55 541 6238 5,04 5,32 
5,17 5,29 5,88 5,70 5,26 5,48 

Nur ein einziger Wert (6,23) zeigt eine iibergroBe Ab- 
weichung. 

Die Verschiedenheit der p,-Abhingigkeit von frisch be- 
reiteten und von gealterten Haminlisungen in Na,HPO, zeizt 
folgende Tabelle: 








1/, Jahr alte 1*/, Jahr alte 

















Pu Frische Lésung Chenin | kina 
SSS 

2,12 — — 5,72 

2.35 3,94 we on 

5,72 5,48 801 $68 

6,06 8,40 — ine 

6,41 8,61 sve o 

6,64 8,60 a — 

6,88 8,92 _ 9,16 

1,93 9,71 _ 9,25 
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Den EHinflu& mehrtigigen Kochens von Hiimin in m/50- 
Na,HPO,-Lisung auf die p,-Abhingigkeit der katalatischen 


\ 


Wirksamkeit zeigen folgende Zahlen (Fig. 1): 
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Fig. 1. EinfluB des Kochens auf die Py, -Abhingigkeit der Katalasewirkung von 
» NagHPO,-Hamin‘*. (Stundenwerte.) 
O A. Frisch geloést, ZA. B. 3 Tage gekocht, 
[|] GC, 7 Tage gekocht, VY VD. 1'/, Jahre alte Losung. 














Pu 5,72 6,88 7,93 
ungekocht . . 5,48 8,75 9,71 A 
3 Tage gekocht 8,71 8,48 8,27 
1 » Y 9,70 8.65 7,57 


Die Richtung der Pfeile li8t erkennen, da bei langerem 
Kochen die Wirksamkeit im sauren Gebiet zunimmt, wihrend 
sie in ganz schwach alkalischer Lésung abnimmt. Bei p,, 6,88 
ist selbst siebentagiges Kochen der Himinlésung ohne Hinflud. 

Die folgenden Zahlen geben den Vergleich von Himin 
und Himatin in Na,HPO,-Lésung: 











40 Richard Kuhn und Ludwig Brann, 











Pu Chlorhimin | Himatin 
2,35 3,94 4,94 
5,72 5,48 7,77 
6,88 8,75 10,06 
7,92 9,71 10,11 








Die Hamatinlésung wurde dargestellt, indem eine ge- 
wogene Menge Hamin in m/d0-Na,HPO, gelést, mit verdiinntex 
Schwefelsiure gefaillt und dann bis zur Chlorfreiheit des 
Waschwassers ausgewaschen wurde; dann wurde wieder in 
n/50-Na,HPO, gelost. 

Zum Vergleich von ¢-Chlor-, «-Brom-, «-Jod- und 
«-Rhodanhaimin in bezug auf ihre katalatische Wirksamkeit 
wurden 1°/,ige Lisungen der Katalysatoren in reinem Pyridin 
hergestellt; von diesen Lésungen wurden jeweils mit einer 
Mikropipette 0,3 ccm zum Reaktionsgemisch gegeben. Der p,, 
der Reaktionslésung, die 20 ccm prim. Phosphat enthalt und 
0,186-molar an Pyridin ist, betrigt etwa 7. Die angegebenen 
Zahlen sind 10 Minuten-mittelwerte: 

Chlor- Brom- Jod- Rhodanhiimin 
5,84 6,04 6,15 5,77 

Die Darstellung von Brom-') und Rhodanhimin?) geschah 
nach der Vorschrift von W. Kiister, die eine Modifikation der 
Schalfejeffschen darstellt, indem der Eisessig anstatt mit NaCl 
mit NaBr bzw. KCNS unter Zusatz von freier Rhodanwasserstoff- 
siiure gesittigt wird. Jodhimin, das wir nur unter den mikro- 
skopischen Praparaten H. U. Koberts®) erwihnt fanden, wurde 
durch Verwendung von KJ gesittigtem Ejisessig dargestellt. 

Die Ubereinstimmung verschiedener Himine in 1,5°/,igem 
Pyridin (Pyridinnormalitéit im Reaktionsgemisch 0,00273) bei 
p,, etwa 6, veranschaulichen folgende Zahlen: 





1) Diese Zs. Bd. 91, S. 115 (1914). 

2) Diese Zs. Bd. 129, 8. 156 (1923), 

*) H. U. Kobert, Das Wirbeltierblut in mikrokrystallographischer 
Hinsicht. Stuttgart 1901. 
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10 Min. | 15 Min. | 30 Min. | 60 Min 
Bayerisches Rind . 10,30 14,13 18,60 22,89 
Schweizer Rind 10,12 14,17 18,89 22,43 
Schweizer Pferd 10,84 -~- 18,97 22,97 
Schweizer Schwein 12,49 -~ 20,18 24,10 


























Wie schon erwihnt, weichen nur die Werte des Hamins 
aus Schweizer Schweineblut wesentlich ab. 
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Fig. 2. Vergleich der p,,-Abbangigkeit der Wirksamkeit verschiedener Katalysatoren 
bei der HyO.-Zersetzung. (Stundenwerte.) 
O A. ,,Pyridinhamin', AB. ,,Na,HPO,-Himatin‘, 
> C. ,,Na,HPO,-Himin“, 1'/,Jahrealt, (JD. ,,Na,HPO,-Himin“, frisch geldst. 


Die Zunahmen der Wirksamkeit der Lésungen in 1,5°/igem 
Pyridin sind nach etwa fiinftigigem Stehen beendet, nachdem 


eine Zunahme von etwa 25 " erreicht ist. 


0 
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Schweizer 








Bayerisches | 
Rind Rind 
Tag des Auflésens 18,68 Tag des Auflisens 20,52 
1 Tag nach d. Lésen 20,20 | 45 Tage nach d. Lésen 23,90 
eee os nk ow 22,30 90 ,, nm 24,05 
Bid a ame i 23,08 oe 
24 23,09 - 


Kin Vergleich von Chlor- und Bromhimin ergab in 
1,5°/,igem Pyridin eine merkliche Verschiedenheit zugunsten 
der Bromverbindung. 


10 Min. 15 Min. 30 Min. 60 Min. 
Chlorhiimin 10,94 14,20 19,18 23,08 
Bromhaimin 14,67 17,92 26,35 26,88 


Die p,,-Abhangigkeit der Katalasewirkung des in 1,5°/,igem 

Pyridin gelésten Chlorhimins (Fig. 2) ist von der des ,,Na, HPO, - 
Himins“ ginzlich verschieden. 

— 2,35 5,72 6,06 

10,40 22,43 18,88 


. 
b 


6,41 
14,30 


€ 
e 


6,88 7,9 
10,13 7,31 


Fig. 3 und folgende Zahlen zeigen die Abhiingigkeit der 
Katalasewirkung von Menge des Katalysators und von der Re- 
aktionszeit: 























10 Min. | 20 Min. | 30 Min | 50 Min. | 60 Min. 
1 mg Katalysator 3,74 5,25 6,30 8,70 9,62 
2, " 7,53 10,84 13,04 16,61 17,76 
3 ,, ‘ 10,84 15,51 18,97 21,34 23,08 
5 m 16,38 22,43 26,82 29,65 32,06 
Bei konstantem Produkt Katalysatormenge x Reaktions- 
zeit sind immer die Umsitze fiir die kiirzeste Reaktionszeit 


am héchsten. Die Stundenwerte fiir ,,Na,HPO,-Himin“, fiir 
»Pyridinhimin® und fiir ,,Na,HPO,-Hamin“ bei nachiriiglichem 
Zusatz von 3ccm 1,5°/,igem Pyridin zeigen die starke Ab- 





hingigkeit von der Vorgeschichte. 
gleich etwa 6. 


p, der Reaktionsgemische 
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; in sek. Phosphat mit nachtrigl. in 1,5°/,igem 
in sek. Phosphat ee m 10'S 
Pyridinzusatz Pyridin 


8,40 11,59 23,08 


Folgende Zahlen bringen die Abhingigkeit der katalati- 
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Fig. 3. Himinmenge (,Pyridinhimin“) und Geschwindigkeit der H,O.-Zersetzung. 
O A. 1mg, [] B. 2 mg, AC. 3mg, VD. 5mg. 


Die gestrichelten Linien verbinden Punkte, fiir welche das Produkt aus Himinmenge x 
RNeaktionsdauer gleich ist; ihr Abwirtszeigen deutet auf Katalysatorschadigung hin. 


schen Wirksamkeit von dem Prozentgehalt an Pyridin der 
urspriinglichen Katalysatorlésung (Stundenwerte): 


Pyridingehalt der Himinlésung .  1,5°%/, 3.5%), 15°), 100° 
Pyridingehalt des Reaktions- 
gemisches 0,0225 0,0375 0,0225 0,150 


Minderverbr. an cem n/10-KMnO, 23,08 25,66 17,91 12,00 


Der Vergleich von Himin, Dihydrohiimin, Mesohimin, in 
2,5°/,igem Pyridin gelést, bei p,, 6 bringen folgende Zahlen: 
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Die Reihenfolge der Wirksamkeiten ist hier gerade umgekehrt 
wie die in 75°/,igem Pyridin.’) 
10 Min. 15 Min. 30 Min. 


jimimn «2. sls SBA 17,71 21,53 
Dihydrohiimin. . 10,76 15,50 18,11 
Mesohimin?) . . 1,36 6,24 9,18 


Die merkwiirdige Abhingigkeit der Mesohiminwirkung 
von der Zeit, in dreifacher Zeit fast siebenfache Wirkung, 
deutet darauf hin, daB erst durch Einwirkung des Hydro- 
peroxyds auf das Mesohiimin ein wirksamer Katalysator ent- 
steht, oder daB allmahlich ein wirksamerer Katalysator ge- 
bildet wird. 


775 0/ 


Versuche in 75°/,igem Pyridin. 


Das Reaktionsvolumen betrug in allen Fillen 25 ccm; 
zu 20 ccm reinem Pyridin wurden 5 ccm 0,085 n-H,O, zu- 
gegeben (H,O,-Konzentration im Reaktionsgemisch 0,017 n); der 
Katalysator wurde in Form yon 1°/,iger Loésung in reinem 
Pyridin zugegeben. Nach den angegebenen Zeiten wurden 
5 cem herauspipettiert, mit verdiinnter Schwefelsiure an- 
gesiuert und mit n/100-KMnO, titriert. 

Das angewandte Pyridin muB iiuBerst rein sein, da es 
sonst einen Eigenverbrauch an KMnQ, zeigte, der recht er- 
heblich ist. ,,Pyridin reinst* von Kahlbaum geniigt den 
Anforderungen, so daB die Reinigung nach F. Arndt?) nicht 
notig ist. 


Katalysatorenmenge 0,6 mg. 





Min. | Hiimin Dibydro- Mesohimin 
haimin 
5 ne 0,25 2.05 
10 0,40 1,39 3,38 
15 0,64 2.01 3.88 











1) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1151 (1927). 
*) In sek. Phosphat gelést, ist Mesohimin, wie wir in der ersten 
Arbeit angaben, katalatisch unwirksam. 
F. Arndt u. P. Nachtwey, Chem. Ber. Bd. 59, 8S, 448 (1926). 
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Katalysatorenmenge 1,8 mg. 














Min. | Hamin | Dibydro- Mesohiimin 
himin 
5 3,25 5,78 6,49 

10 4,39 7,59 7,69 
15 5,14 (9,53) 8,47 
30 6,10 “ _ 
45 6,90 — -- 
60 7,56 ‘ oe 
90 7,96 in 

960 8,56 oo i —_ 

Peroxydasewirkung. 


Bei den Peroxydaseversuchen wurde der Versuchsansatz 
wie friiher gemacht: 20 ccm 0,17 n H,O, +10 ccm 0,42 n- 
KJ + 20 ccm m/d-Phosphat zu 200 ccm. H,O, = 0,017 n, 
KJ = 0,021 n. 0°. Die MaBzahlen sind ccm n/,,-Na,S,O,. 
Katalysator = 3 mg ,,Pyridinhiimin“, p,, etwa 6. Die Zahlen 
in Klammern geben die Werte von in Na,HPO, geléstem 
Hiimin bei optimalem p,, (5,72) an. - 


H \ 
10 Minuten. . . 8,16 (0,62) 
20 =, . . . 4,92 (1,06) 
30, . . . 6,31 (1,43) 
40, . . « 6,90 (1,79) 
50, . . « 7,52 (2,01) 
60g, . se 7,92 (2,19) 


Die HbO,-Peroxydase-p,-Kurve wurde unter denselben 
Reaktionsbedingungen aufgenommen. 

Ks wurde pro Versuch eine HbO,-Menge verwendet, die 
0,8 mg Fe entsprach. 














Pu 2,12} 2,35] 3,6 | 4,2 | 4,6 |5,05]6,38] 6,8 | 7,27] 8,30 


2 Minuten | 0,00] 0,00] 0,26] 1,46] 7,25] 3,20] 1,35 | 0,54 | 0,51 | 0,18 


4, — | — | 0,48] 2,44] 8,86] 5,03 | 1,76 | 0,84 | 1,04] 0,29 
& , — | — | 0,57] 3,24] 9,44] 7,08 | 2,39 | 0,88 | 1,43 | 0,38 
.* « — | — 10,84] 3,90] 11,64] 8,60 | 3,10] 0,89 | 1,71 | 0,43 
































eo | — | — 10,95] 4,30} 12,59] 9,54 | 3,56 | 1,20 | 2,04] 0,50 
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Die Einstellung von p, 3,6, 4,2 und 46 erfolgte mit 
Acetatpuffern, die iibrigen p,-Werte wurden wie iiblich mit 
Phosphaten eingestellt, 
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Fig. 4. Py Abbangigkeit der Peroxydasewirkung des HbO,. 
O A. Das ausgeschiedene Jod wurde nach einer Stunde titriert. (Starke Jodschadigung.) 
A.B. Es wurde fortlaufend mit Na,S,O, titriert. (10 Minutenwert, keine Jodschadigung.) 
HbO.-Menge A: HbO.-Menge B = 1: 22,6 
Versuchsdauer A: Versuchsdauer B = 6:1 
MaBstab A: MaSstab B = 2:1 


Proportionalitiit von HbO,-Menge und Umsatz ist im Be- 
reich 1:2 bei p,, 5,05 vorhanden: 





Minuten HbO, = 0,4 mg Fe HbO, = 0,8 mg Fe 
2 1,62 8,20 
4 2.99 5,03 
6 3,68 7,08 
8 4,30 8,60 
10 4,77 9,54 








Die Unabhiingigkeit von der KJ-Konzentration (p,, 5,05) 
zeigt folgende Zahlenreihe: 























Minuten 5 eem 10 ecm 20eem |40cem KJ 
2 3,23 3,20 3,20 3,20 
4 5,30 5,03 5,20 5,15 
6 6,74 7,08 6,44 6,49 
8 7,38 8,10 8,02 1,12 
10 8,18 9,04 8,84 8,75 
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Die starke Abhingigkeit des HbO, von der H,O,-Konzen- 
tration geht aus der nachstehenden Tabelle hervor. Bei kurzen 
Reaktionsdauein ist der Umsatz der H,O,-Konzeniration sehr 
annihernd direkt proportional. 











Minuten 10 eem 20eem [40 cem H,0O, 
2 1,23 3,20 —_ 
4 2,44 5,03 10,22 
6 8,29 7,08 13,20 
8 431 8,60 14,90 
10 4,92 9,54 15,71 





Mit Kohlenoxydhimoglobin wurden zwei Versuche unter 
den itiblichen Bedingungen und mit derselben Katalysatormenge 
wie in den HbO,-Versuchen gemacht: 








Minuten} py 5,05 Pr 6,88 


2 3,41 (3,20 


) 
4 6,37 (5,03)} 1,10 (0,84) 


6 _— ei 
8 9,48 (8,60) —_ 
10 10,44 (9,54) 1,93 (1,20) 








Die Zahlen in Klammern geben die entsprechenden HbO,- 
Werte an. 


Analytische Angaben. 


Bei den Haminpriparaten wurde Eisen und Halogen- 
gehalt durch Aufschlu8 mit Magnesiumsuperoxyd?) und Titra- 
tion bestimmt. 

Beim Oxyhimoglobin wurde die Kisenbestimmung colori- 
metrisch mit Sulfosalicylsiure nach L. Lorber?) ausgefihrt. 





‘) Ausfiihrlich beschrieben in der Diplomarbeit yon A. Monsch: 


Quantitative Bestimmung von Eisen und Halogen in Himinen“. Eidg. 
T. H. Ziirich, Nov. 1926. 


*) Biochem. Zs. Bd. 181, S. 891 (1927). 
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a er Kinwage cem n/20-} cem n/10- Fe Cl 
in g KMnO, | AgNO, a m ‘le 
Chlorhimin aus | | 0,4004 12,50 6,25 8,72 5,53 
bayer. Rinderblut J] 0,8998 12,39 6,25 8,65 5,54 
Chlorhiimin aus 0,4008 12,32 6,40 8,58 5,66 
schweiz. Rinderblut 0,3999 12,38 6,34 8,64 5,62 
Chlorhiimin aus 0,4000 12,37 6,15 8,63 5,48 
schweiz. Schweineblut 0,4000 12,46 6,12 8,70 5,45 
Chlorhimin aus | | 0.4005 12,30 6,39 8,58 5,65 
schweiz. Pferdeblut |] 0,4004 12,35 6,31 8,61 5,58 
Bromhiimin aus \ | 0,4001 11,64 5,75 8,12 | 11,48 Br 
schweiz. Rinderblut J] 0,4007 11,54 5,77 8,06 11,53 Br 


Ber. fir Chlorhiimin C,,H,,0,N,FeCl 8,60°/, Fe 5,46°/, Cl 
ss » Bromhiimin ©,,H,,0,N,FeBr 8,05°/, Fe  11,61°/, Br 


Die bei der Veraschung und nachfolgendem Auffillen auf 
das 40fache verdiinnte HbO,-lésung wurde mit einer 5/60000 m- 
Eisenlésung verglichen. 


Veraschte Blutfarbstofflésung Vergleichslésung 
80 70 Relative Schichtdicke 
90 76 e . 
60 54 " a 


Die bei der Veraschung und nachfolgendem Auffiillen auf 
das 20fache verdiinnte HbO,-Lésung wurde mit einer 
12/60000 m-Kisenlésung verglichen. 


Veraschte Blutfarbstofflésung Vergleichslésung 
58 50 Relative Schichtdicke 
80 67 ; 
90 74 


” ”? 


Die erste Bestimmungsreihe gibt einen Mittelwert von 
0,163 mg Fe pro ccm, die zweite einen von 0,188 mg. Da 
die Bestimmungen leicht zu hoch ausfallen, so haben wir als 
wahrscheinlichen Wert 0,16 mg pro ccm in die weiteren 
Rechnungen eingesetzt. 
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Spektroskopische Befunde. 
Es wurden Lésungen von 0,1°/, Farbstoff in Pyridin ge- 
messen; die aufgefiihrten Zahlen bedeuten die optischen 
Schwerpunkte; Fehlergrenze + 1 wu. 














Substanz Wellenlinge in uu Intensitiiten 
Chlorhimin . .. . 557,0 525,5 annihernd gleich 
Bromhimin ... . 556,8 524,8 - - 
Jodhimin. ... . 557,0 525,3 és os 
Rhodanhimin .. . 556,5 525,6 ss = 
Manganmesohimin . | 580,2 549,0 466,4 | [Istirker als LI, stirker als I 
Kupfermesoporphyrin 563,1 527,3 anniihernd gleich 


Krystallographische Messungen. 


Wir verdanken diese der Freundlichkeit von Herrn Prof. 
L. Weber, Freiburg, dem wir auch an dieser Stelle unseren 
besten Dank aussprechen. 














Ausléschungs-. | “8nten- 
Substanz re winkel Bemerkung 
schiefe in ° 9 
Chlorhimin. . . 32 54—58 | sehr langgestr. Kryst. 
Bromhimin. . . 32 — a 
Jodhimin. . .. 33 ~- ” - 
Rhodanhimin . . 40 ~-- 
Mesohiimin . . . 33,5 60,5—61 e - * 
Manganmesohimin 42,5 57—58,5} nichtsolanggestr.Kryst. 
Dihydrohiimin . . | Ungefihr gerade — sehr kleine Kryst. 
Ausléschung 


Ks ist bemerkenswert, da8 das Manganmesohimin sehr 
erheblich vom Mesohimin abweicht, waihrend beim Himin 
der Ersatz des Chlors durch Brom und Jod ohne EinfluB ist. 
Manganmesohimin ist auch katalatisch unwirksam und spektro- 
skopisch stark verschieden von den eigentlichen Hiiminen; der 
Wechsel des Zentralatoms ist von sehr groBem EiniluB auf 
das Wesen des Gesamtmolekiils. 
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Zur Kenntnis des Lignins. 
3. Mitteilung.’) 


Uber tautomere Formen im léslichen Lignin. 
Von 


.* Friedrich. 


‘Aus dem Institute fiir med. Chemie der Universitat Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1927.) 


Die ersten Untersuchungen iiber das von uns seinerzeit 
als Primirlignin bezeichnete Lignin, fiir welches wir jetzt die 
Bezeichnung ,,lésliches Lignin“ vorschlagen, ergaben ein un- 
klares Bild iiber das Gefiige dieses Stoffes. Die Versuche, 
Bromderivate und Phenylhydrazone desselben darzustellen, 
fiihrten zu Ergebnissen, die an der Kinheitlichkeit des Ma- 
teriales zweifeln lieBen. Die weiteren Untersuchungen waren 
daher in erster Linie darauf gerichtet, diese Verhiltnisse auf- 
zukliren. 

In der Voraussetzung, daB die Untersuchung von léslichen 
Ligninen anderer Holzer einen weiteren Kinblick in das che- 
mische Verhalten dieser Stoffe ergibt, wurden gemeinsam mit 
Botho Briida?) die léslichen Lignine des WeiBbuchenholzes, 
des Birnenholzes und Foéhrenholzes dargestellt und auf ihr 
chemisches Verhalten eingehend gepriift. Diese Lignine, durch 
Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Methoxylgehalt jedes fiir sich 
gekennzeichnet, sind jedoch in ihrem Aussehen, ihrer Lés- 
lichkeit und ihrem chemischen Verhalten dem Fichtenholz- 
lignin vollkommen analog. Neue Gesichtspunkte wurden durch 


1) J. und II. Mitteilung, Mon.-H. fiir Chemie 1925/26. 
2) Botho Briida, Uber das Primirlignin des WeiBbuchen-, Féhren- 
und Birnenholzes. Dissertation, Universitit Wien, 1925. 
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diese Untersuchungen nicht gewonnen. Beim Vergleich dieser 
4 Lignine war jedoch die T'atsache auffallend, daB alle bei 
3ehandlung mit Phenylhydrazin Reaktionsprodukte ergaben, 
deren Stickstoffgehalt ungefiihr die Hilfte des theoretisch zu 
erwartenden Wertes betrug. Es wurde nie ein Reaktions- 
produkt erhalten, welches einen héheren oder wesentlich nied- 
rigeren Stickstoffgehalt aufwies. 

Nach diesen Ergebnissen war anzunehmen, daB8 im lis- 
lichen Lignin médglicherweise 2 Stoffe vorhanden sind, von 
denen der eine der Traiger der Carbonylgruppe ist. Die Tat- 
sache, daB bei alteren Ligninpriparaten die Léslichkeit ab- 
nimmt, lieB auf eine Umlagerung des Molckiils in eine schwerer 
lésliche Form schlieBen. Auf Grund dieser beiden Méglich- 
keiten lag der Gedanke nahe, daB es sich beim léslichen Lignin 
um tautomere Formen handeln kénnte, welche sich in einem 
Gleichgewicht befinden. 

Es wurden mit léslichem Fichtenholzlignin eine Reihe 
Versuche angestellt, zum Teil durch Léoslichkeit in verschie- 
denen Liésungsmitteln und Loésungsmittelgemischen, zum Teil 
durch fraktioniertes Fallen dieser Lésungen mit Wasser, Ather 
oder Benzol diese Stoffe voneinander zu trennen. Die so er- 
haltenen Produkte wurden mangels anderer Kriterien durch 
Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Methoxylgehalt identifiziert. 
Nach diesen Methoden konnte jedoch die Trennung des car- 
bonylhaltigen Anteiles nicht erreicht werden, dagegen fiihrten 
sie zu einer Reinigungsmethode der ldslichen Lignine. Ks 
zeigte sich, daB im urspriinglichen Lignin, wie es bei der ersten 
Fallung aus der alkoholischen Lésung gewonnen wird, geringe 
Mengen von Substanzen enthalten sind, die dem Hauptprodukte 
zwar Ahnlich, jedoch mit demselben nicht identisch sind. Uber 
ihre Untersuchung soll in einer spiiteren Mitteilung eingehender 
berichtet werden. 


Ferner wurde gefunden, da8 die Abnahme der Léslichkeit 
alterer Priparate nicht fiir jedes Lisungsmittel gleich ist. So 
bleibt die Léslichkeit alterer Priparate in Kisessig annihernd 
gleich, bei Alkohol nimmt die Léslichkeit ab, in Chloroform 
dagegen geht nur ein Teil der Substanz in Loésung, der Rest 
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verharzt fast vollkommen. Die Erscheinung der teilweisen Ver- 
harzung des Lignins wurde nun eingehend untersucht, da an- 
zunehmen war, daB diese Verharzung mit der Carbonylgruppe 
in Zusammenhang steht. ‘Tatsiichlich wurde gefunden, daB 
durch geeignete Behandlung mit Chloroform fast alle Lignin- 
praparate zur teilweisen Verharzung zu bringen sind. Auf 
Grund dieses Ergebnisses wurde nun neuerlich eine Trennung 
des urspriinglichen Lignins versucht, welche von Erfolg be- 
gleitet war. Durch Eintragen des Lignins in siedendes Chloro- 
form wurde dieses in einen léslichen und einen unldslichen, 
verharzenden Anteil getrennt. Die weitere Behandlung der 
beiden Priaparate fithrt zu zwei in Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffgehalt gleichen, in ihrer Farbe und Léslichkeit jedoch ver- 
schiedenen Stoffen. 

Der in Chloroform lésliche Anteil kann durch 2 maliges 
Umfiillen aus Chloroform mittels Ather und schlieBlich durch 
Umfillen aus Chloroform mit Benzol im reinsten und einheit- 
lichen Zustande gewonnen werden. Er ist zum Unterschied 
vom urspriinglichen Lignin von hellerer Farbe und beginnt 
sich oberhalb 150° zu zersetzen. Die Léslichkeit in organischen 
Lésungsmitteln ist wesentlich geringer als die des nicht ge- 
trennten Lignins. Besonders deutlich unterscheidet sich dieser 
Stoff durch sein Verhalten gegen Alkohol, in welchem er nur 
in der Hitze leicht léslich ist. Die Liésung ist ferner zum 
Unterschied vom urspriinglichen Lignin von heller, goldgelber 
Farbe, wiihrend letzteres immer braune Liésungen ergibt. In 
Hisessig ist die Léslichkeit gleich, in Lauge ist sie sehr 
gering. 

Der in Chloroform unldésliche verharzende Anteil ist von 
tiefbrauner Farbe und zeigt denselben Zersetzungspunkt wie 
das lésliche hellgelbe Produkt. Es ist jedoch nur unmittelbar 
nach der Trennnng, im harzigen Zustande, in heiBen Lisungs- 
mitteln léslich. Ist das Priparat einmal getrocknet, so ist es 
nur mehr in Kisessig und Pyridin gut léslich, in den iibrigen 
Liésungsmitteln ist es dann sehr schwer, zum Teil unléslich. 
Die Liéslichkeit in Lauge ist noch geringer als beim hellgelben 
Produkt. Das Priaparat zeigt starke Neigung sich zu konden- 
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sieren und bildet zum Teil tiefbraune, huminartige Produkte, 
die vollkommen unléslich sind. 

Die durch Léslichkeit und Farbe verschiedenen Anteile 
kénnen jedoch durch Behandlung mit Loésungsmitteln gegen- 
seitig ineinander iibergefiihrt werden. Wird z. B. der in Chloro- 
form verharzende braune Anteil unmittelbar nach der Tren- 
nung mit heiBem Alkohol aufgenommen, vom Ungeldsten fil- 
triert, mit Benzol oder Wasser gefillt, so erhalt man ein helles 
Praparat, welches dem chloroformléslichen Anteil gleicht. Um- 
gekehrt ergibt das bei der Trennung erhaltene helle Produkt 
beim Auflésen in Hisessig und Fallen mit Wasser ein braunes 
Produkt, welches im siedenden Chloroform verharzt. 

Ahbnliches Verhalten zeigen die beiden Stoffe bei Behand- 
lung mit Phenylhydrazin. Arbeitet man in alkoholischer 
Lésung, so ergibt der chloroformlésliche Anteil ein Reaktions- 
produkt mit 1,24°/, N, der chloroformunlésliche Stoff ein Produkt 
mit 1,82°/, N, dagegen ergeben beide, in Kisessig gelést, das- 
selbe Reaktionsprodukt mit 2,1°/, N. 

Diese Abhingigkeit im Verhalten der Stoffe vom Lésungs- 
mittel, stimmt mit der Annahme von tautomeren Formen 
itiberein. Die Verfiirbung der goldgelben alkoholischen Lisung 
ins tief Griine auf Zusatz von einigen T'ropfen Eisenchloridlésung, 
bestatigt das Vorliegen der Enolform im chloroformléslichen 
Anteil. Der exakte Nachweis ergibt sich jedoch erst aus dem 
Verhalten gegen Brom. 

Da die bisherigen Versuche, Bromderivate der léslichen 
Lignine darzustellen, zu keinem brauchbaren Ergebnisse fiihrten, 
wurde versucht durch vorsichtige Bromierung Brom anzulagern, 
ohne dab dabei Substitution eintritt. Zur Liésung des hell- 
gelben Produkts in EKisessig wurde aus einer Biirette eine 
stark verdiinnte Lésung von Brom in Kisessig tropfenweise zu- 
gesetzt. Nach jedem Zusatz wurde Jodkaliumstiirkepapier in 
die Lésung getaucht, dieses dann griindlichst mit Wasser ab- 
gespritzt und so auf das Vorhandensein von freiem Brom ge- 
prift. Die Bromierung wurde nun so lange fortgesetzt, bis 
schlieBlich ein weiterer Tropfen der Bromlisung eine positive 
Bromreaktion in der Lésung ergab. Das so erhaltene, von 
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okkludiertem Brom befreite Produkt, enthilt aber kein Brom. 
Die Analysen dieses Stoffes zeigen, daB bei dieser Reaktion 
nur die Esteralkyle abgespalten wurden. 

(sanz anders verhalt sich derselbe Stoff bei Bromierang 
in alkoholischer Liésung mit alkoholischer Bromlésung. Bei 
diesem Versuch, welcher analog wie bei Kisessig durchgefihrt 
wurde, wird von der Substanz Brom aufgenommen. Dieses 
spezifische Verhalten gegen Brom in beiden Lésungsmitteln, be- 
stitigt die Annahme der Oxymethylengruppe. 

Es war naheliegend, auf Grund dieser Ergebnisse die 
Titration der Stoffe mit alkoholischer Bromlésung durch- 
zufiihren. Die durch die Eigenart der Substanz bedingten 
Schwierigkeiten sind jedoch so groB, daB eine exakte Titration 
unmdéglich ist. Zunichst konnten die von Kurt H. Meyer’) 
angegebenen Methoden zur Titration von Enolformen nicht 
durchgefiihrt werden, da die Substanzlésungen von goldgelber 
Farbe sind, somit den Endpunkt der Titration nicht erkennen 
lassen. Auch die Farbenreaktion mit Kisenchlorid als Indi- 
cator ist nicht benutzbar. Bei der Titration der mit Hisen- 
chlorid versetzten Lésung verschwindet in dem Mage, als Brom 
zugefiigt wird, allmihlich die Grinfirbung und geht in den 
orangegelben ‘Ton der Bromverbindung iiber. Es blieb somit 
nur die friiher beschriebene Methode durch tropfenweise ‘Ti- 
tration. Auer diesen Umstiinden kommen zwei wesentliche 
Punkte in Betracht: da das Material in kaltem Alkohol fast 
unléslich ist, muB es erst in der Hitze gelést und die Lisung 
auf Zimmertemperatur abgekiihlt werden. Dadurch geht jedoch 
der Unterschied zwischen der Enol- und Ketoform verloren, 
denn die Ketoform wird, soweit sie in Alkohol noch ldslich 
ist, dabei in die Enolform iibergefiihrt, wie vergleichende ‘Ti- 
trationen mit Suspension dieser Stoffe zeigten. Ferner okklu- 
dieren diese kolloiden Stoffe in alkoholischer Lésung Brom, 
was bei der Langsamkeit, mit welcher die Titration vor sich 
geht, sehr zur Geltung kommt. 

Um diesen Verhiiltnissen auszuweichen, wurden folgende 


‘) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 380, S. 212 (1911). 


ee 


Zur Kenntnis des Lignins. 55 


Versuche ausgefiihrt: das chloroformlésliche, gereinigte Produkt 
ergab bei der Molekulargewichtsbestimmung nach Barger-Rast 
ein Molekiil gréBer als 600, kleiner als 700. Der Methoxyl- 
gehalt dieses Stoffes nach Abspaltung der Ksteralkyle betriigt 
14,4°/,. Bei Annahme von 2, 3 oder 4 Methoxylgruppen im 
Molekiil entsprechen diesem Methoxylgehalt die Molekular- 
gewichte 430, 645 und 860. Diesen Molekiilen muf ein ent- 
sprechender Verbrauch an Brom gegeniiberstehen. Bei Annahme, 
daf pro Molekil zwei Atome Brom aufgenommen werden, ergibt 
sich bei der Titration fiir die Molekulargewichte 430, 645 und 
860, ein Bromyverbrauch von 37,20, 24,7 und 186 Gewichts- 
prozenten der eingewogenen Substanz. Es wurde von einer 
eisgekiihlten Bromlésung der Titer bestimmt, dann entsprechend 
der eingewogenen Substanz die berechneten Mengen Bromlésung 
in einem Strahl zuflieBen lassen und die Lésung sogleich mit 
Jodkaliumstiirkepapier gepriift. Dabei zeigte sich, daB bei 
Zugabe einer Brommenge von 18,6 und 24,7°/, kein freies 
Brom in der Lésung nachgewiesen werden konnte. Auf Zusatz 
von 37,2 Gewichtsprozenten Brom wurde eine deutliche positive 
Reaktion erhalten. Werden bei Zugabe von 24,7 Gewichts- 
prozenten Brom einige Tropfen tiberschiissiges Brom zugefiigt, 
so erhilt man eine schwach positive Bromreaktion. Bei der 
troptenweisen Titration der Loésungen wurde immer bedeutend 
mehr als 24°/, Brom verbraucht. 

Diese Versuche stimmen somit mit dem nach Barger- 
Rast gefundenen Molekurgewicht iiberein und bestiatigen gleich- 
zeitig, da& im chloroformléslichen, gereinigten Anteil, die reine 
Enolform des Lignins vorliegt. 

Auf Grund dieser Ergebnisse sind theoretisch zwei Brom- 
produkte méglich, das Dibromadditionsprodukt mit einem Brom- 
gehalt von 19,8°/, und das umgelagerte Monobromketon mit einem 
sromgehalt von 10,85°/,. Beide Stoffe sind jedoch unbestindig. 
Je nach der Art und Schnelligkeit, mit welcher die Bromprodukte 
aus der titrierten Lésung gewonnen werden, zeigen sie ver- 
schieden hohen Bromgehalt. Alle Bromprodukte, die bei den 
Titrationen erhalten werden, geben nach und nach Brom 
ab und bilden schlieBlich Stoffe mit einem Bromgehalt von 
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5,7°/,, welche bisher besténdig geblieben sind. Kin Brom- 
produkt mit einem geringeren Bromgehalt wurde nicht erhalten. 

Diesem Bromgehalt entspricht fiir 1 Atom Brom im Molekiil 
das doppelt so gro8e Molekulargewicht von 1370. Bei der 
starken Neigung der Ketoform des Lignins, sich zu kondensieren, 
ist anzunehmen, daB die gebildete Bromketoverbindung unter 
Abspaltung von Brom in das doppelt so groBe Molekiil iiber- 
geht. Ein Versuch, die entstehende Bromketoverbindung durch 
Darstellung eines Phenylhydrazons zu fassen, ergab ebenfalls 
ein Produkt, dessen Brom- und Stickstoffgehalt auf das zwei- 
fache Molekulargewicht hinweisen. Mit dieser Annahme stehen 
auch simtliche bisherigen Versuche zur Darstellung von Phenyl- 
hydrazonen bei verschiedenen léslichen Ligninen in Kinklang. 
Der Stickstoffgehalt des Phenylhydrazinreaktionsproduktes beim 
léslichen Fichtenholzlignin betriigt 2,1°/,, was mit dem Mole- 
kulargewicht 1390 sehr gut iibereinstimmt. Alle Reaktions- 
produkte mit Phenylhydrazin erweisen sich auch bei der Mole- 
kulargewichtsbestimmung nach Barger-Rast unvergleichlich 
osmotisch schwicher als das Ausgangsmaterial. 

Die bisherigen Untersuchungen lassen somit schlie8en, 
daB der Enolform des léslichen Fichtenholzlignins das Mole- 
kulargewicht 650 zugrunde liegt, die Ketoform dagegen in das 
doppelt so groBe Molekiil tibergeht. 

Wie bereits erwihnt, ist die Ketoform des Lignins in 
Alkohol sehr schwer léslich, bzw. wird beim Kochen mit Alkohol 
zum ‘Teil in die lésliche Enolform iibergefithrt. Um dennoch 
die Unterschiede der beiden Formen im Verhalten gegen al- 
koholische Bromlésung priifen zu kénnen, wurde die Aufnahme 
von Brom in Suspensionen bestimmt. Dabei kénnen selbst- 
verstindlich keine absoluten Resultate, sondern nur Vergleichs- 
werte erhalten werden. Zur Bestimmung wurde die abgewogene 
Substanz in eine gemessene Menge eisgekiihlter Bromlésung 
von bekanntem Gehalt eingetragen, 3 Sekunden geschiittelt, 
dann mit der Pipette ein Anteil entnommen und der Titer der 
Bromlésung neuerlich bestimmt. Nach dieser Methode wurden 
bei der Ketoform, welche eine gleichmiBige Suspension bildet, 
sehr gute iibereinstimmende Resultate erzielt. Die Enolform 
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neigt beim Durchschiitteln zur Bildung von Kliimpchen, wodurch 
sie sich der Bromeinwirkung zum Teil entzieht. Die Diffe- 
renzen im Bromverbrauch der beiden Formen sind jedoch so 
groB, daB trotz dieser Miingel der Unterschied deutlich zum 
Ausdrucke kommt. Der Bromyerbrauch ist in Gewichts- 
prozenten, bezogen auf die eingewogene Substanz ausgedriickt: 


EO kw we 
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Die alkoholische Liésung des hellgelben Produktes gibt, 
mit Phloroglucin und geringer Menge Salzsiiure versetzt, zu- 
nichst keine Farbenreaktion, erst allmahlich beginnt sich 
die Lésung zu réten. Setzt man reichlicher Salzsiiure zu, so 
geht dies rascher vor sich. Die braune Ketoform des Lignins 
in Kisessig gelést, mit etwas Phloroglucin versetzt, gibt dagegen 
auf Zusatz eines kleinen Tropfens konz. Salzsiure sogleich eine 
intensive Rotfirbung. Es ist méglich, dab diese Farbenreaktion 
von dem Vorhandensein der Ketoform abhingt, doch kann fiir 
diese Annahme kein weiterer Beweis erbracht werden, da das 
Wesen dieser Harbenreaktion noch vollkommen unklar ist. 

Die vorliegenden Untersuchungen geben keinen Aufschlub, 
in welcher Art die tautomeren Formen im genuinen Lignin 
vorliegen. Durch die Darstellungsart der léslichen Lignine 
wird die Bildung der Enolform bedingt. Die geringere Lés- 
lichkeit alterer Ligninpraparate in Alkohol und teilweise Un- 
léslichkeit in Chloroform lassen auf die nachtragliche Bildung 
der Ketoform schlieBen. Bei der Trennung der beiden Formen 
mit siedendem Chloroform muB die Méglichkeit in Betracht 
gezogen werden, dafi diese Behandlung an sich die Bildung 
der Ketoform férdern kann. Die Umlagerung in die Ketoform 
und die Neigung derselben, sich zu kondensieren, geben einen 
Hinweis fiir den Ubergang ligninhaltiger Naturprodukte in die 
hochmolekularen Huminstoffe. 

K. Higglund und T. Rosenqvist') haben in einer Arbeit 
iiber das Fichtenholzlignin den Nachweis erbracht, daf im 





1) E. Higglund und T. Rosenqvist, ,,Zur Kenntnis des Fichten- 
holzlignins“, Biochem. Zs. Bd. 179, S. 376 (1926). 
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Primirlignin des Fichtenholzes Athoxylgruppen vorhanden sind, 
welche bei der Darstellung des Lignins durch Alkoholyse auf- 
genommen werden. Wir haben bereits bei den ersten Unter- 
suchungen iiber das Primiirlignin diese Méglichkeit erwogen 
und wie in der ersten Mitteilung erwihnt, die Trennung von 
Methoxyl und Athoxyl mit Pyridin versucht, erhielten jedoch 
ein vollkommen negatives Ergebnis. Die Wiederholung dieser 
Versuche fiithrten zu demselben Resultat. Auf Grund dieser 
Befunde kann man sagen, da die fiir die quantitative Trennung 
von Athoxyl und Methoxyl angegebenen Methode mit Pyridin, 
so weit sie mikroanalytisch durchgefiihrt wird, nicht einmal 
fiir den qualitativen Entscheid ausreicht. Herr Prof. Freuden- 
berg in Heidelberg hat mich noch vor dem Erscheinen der 
Arbeit Haigglunds in liebenswiirdigster Weise auf diese Még- 
lichkeit aufmerksam gemacht und die Nachpriifung unserer 
Methoxylbestimmungen mit Trimethylaminlésung empfoblen. 
Es war uns leider nicht méglich, diese Versuche durchzufihren, 
da die in unserem Institut vorhandenen Trimethylaminlésungen, 
desgleichen ein von der Firma Merck geliefertes Priparat bei 
Priifung mit Testsubstanzen ungeniigend entsprachen. Die von 
Hans Meyer?) zum Bezug dieses Priiparates angegebene Firma 
Schmitz in Breslau konnte dieser Bestellung nicht nachkommen, 
Die eigene Darstellung war mangels eines geeigneten Autoklaven 
nicht durchfiihrbar. | 

Zur Uberpriifung der Versuche Higglunds wurde ein 
léshches Fichtenholzlignin dargestellt, bei welchem die Ex- 
traktion des hydrolysierten Holzes nicht mit Athylalkohol, 
sondern mit reinem Aceton vorgenommen wurde. Das durch 
Fallung mit Wasser erhaltene griinlich gelbe Priiparat ergibt 
nach einmaliger Reinigung durch Auflésen in Alkohol und 
Fallen mit Ather einen Methoxylgehalt von 14°/,, was den 
Befund Higglunds bestitigt. 

Nach diesen Ergebnissen sind somit die im léslichen Lignin 
vorhandenen, leicht abspaltbaren Esteralkyle nicht urspriinglich 


'! Hans Meyer, ,,Lehrbuch der organisch-chemischen Methodik’’, 
Verlag J. Springer, Berlin, 1922. 
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vorhanden, sondern erst bei der Darstellung des Lignins 
gebildet. Dadurch wiirde unsere Ansicht, daf auBer dem 
Ageregatzustand, der Farbe und der Léslichkeit des Primiir- 
lignins auch der héhere Methoxylgehalt fiir dieses Priiparat 
charakteristisch sei, nicht mehr zutreffen. Dies gilt jedoch 
nur fiir das Lignin des Fichtenholzes und so weit unsere bis- 
herigen Erfahrungen reichen, wahrscheinlich auch fiir die Lignine 
der iibrigen Nadelhélzer, welche einen niedrigen Methoxylgehalt 
haben. Bei den léslichen Ligninen der Laubhélzer trifft dies 
nicht zu. 

So zeigen die léslichen Lignine der WeiBbuche, der Rot- 
buche und des Birnenholzes nach Abspaltung der EKsieralkyle 
noch einen Methoxylgehalt von 23—25°/,, was dem von 
W. Fuchs?) berechneten Methoxylwert fiir das genuine Lignin 
des Buchenholzes nahekommt. Tiir die nach anderen Metho- 
den?) dargestellten Lignine des Buchenholzes wird ein Methoxyl- 
gehalt von 16—17,4°/, angegeben. Bei den héher methylierten 
Ligninen der Laubhélzer kommt somit der unserer ersten 
Untersuchung zugrunde legende Gedanke, dai die schonende 
Darstellungsart zu Produkten fihrt, die dem genuinen Lignin 
niherkommen, auch im Methoxylgehalt zum Ausdruck. 


Zusammenfassung. 

1. Die léslichen Lignine des Fichtenholzes enthalten ge- 
ringe Mengen ligniniihnlicher Begleitstoffe, die durch geeignete 
Lésung und Fallung des Priparates entfernt werden kénnen. 

2. Das lésliche Fichtenholzlignin wird durch Behandlung 
mit siedendem Chloroform in zwei durch Léslichkeit und Farbe 
verschiedene Stofie getrennt, die gegenseitig ineinander iiber- 
gefiihrt werden kénnen. 

3. Auf Grund der Farbenreaktion mit Kisenchlorid und 
dem spezifischen Verhalten gegen Brom wird fiir den chloro- 
formléslichen Anteil die Enolform, fiir den chloroformunlis- 
lichen Anteil die Ketoform angenommen. 





1) Walter Fuchs, Die Chemie des Lignins, Verlag J. Springer, 
Berlin, 1926, S. 76, 59 und 60. 
> ea 0. 
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4. Die Molekulargewichtsbestimmung und die Titrations- 
ergebnisse mit alkoholischer Bromlésung lassen schlieBen, dab 
der Enolform des léslichen Lignins das Molekulargewicht 650 
zugrunde liegt, die Ketoform dagegen in das doppelt so groBe 
Molekiil tibergeht. 

5. Der von Higglund und Rosenqvist erbrachte Nach- 
weis iiber die Aufnahme von Esterathoxylgruppen bei der Dar- 
stellung von Primirlignin wird bestitigt. 


Versuchsteil. 


Reinigung des loslichen Fichtenholzlignins. 


Zur Entfernung der im léslichen Lignin enthaltenen orga- 
nischen Begleitstoffe, ohne die Trennung mit Chloroform durch- 
zufiihren, hat sich folgende Methode am besten bewiihrt: 1 g 
Lignin wird in einem Gemisch von 50ccm Alkohol und 50 ccm 
Benzol in der Wirme gelést, nach dem Abkiihlen mit der 
5—10fachen Volumenmenge Ather gefallt. Dabei bleiben 
siimtliche Begleitstoffe in Lésung. Die Isolierung dieser Stoffe 
nach der Trennung mit Chloroform ist vorteilhafter. 


Trennung des Lignins in die Enol- und Ketoform. 


1 g staubtrockenes, fein gepulvertes Lignin wird in 50 ccm 
siedendes Chloroform in kleinen Portionen eingetragen, die 
Chloroformlésung stiindig in Bewegung gehalten. Nach dem 
Abkiithlen wird die Chloroformlésung filtriert. 

Zur Gewinnung der Enolform des Lignins wird die Chloro- 
formlésung mit der 5—10fachen Volumenmenge Ather gefillt, 
der abfiltrierte Niederschlag wieder in Chloroform gelést und 
die Fallung wiederholt. Durch eine 3. Umfallung dieses Stoffes 
aus Chloroform mit Benzol wird dasselbe in reinstem Zustande 
erhalten. Beim Auflésen der Niederschlige in Chloroform 
unter gelinden Krwarmen sind kleine Verluste durch Verharzung 
nicht zu vermeiden. 

Der in Chloroform verharzende Anteil bildet beim Trocknen 
ein tiefbraunes sprédes Produkt, welches sich leicht pulveri- 
sieren liBt. Durch Auflésen in Eisessig und Fallen mit Ather 
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oder Benzol kann dasselbe gereinigt werden. Die Ausbeuten 
an Begleitstoffen sind jedoch sehr gering. Es geniigt, das ge- 
trocknete feingepulverte Material mit heiBem Ather und Benzo! 
zu waschen. Bei Fallung der Kisessiglésung mit Ather wird 
das Produkt in hellen Flocken abgeschieden; der abfiltrierte 
Niederschlag wird jedoch beim Trocknen an der Luft oder im 
Vakuum innerhalb weniger Minuten tiefbraun bis schwarz. 


Chloroformléslicher Anteil: 
3,240 mg Substanz gaben 0,01 mg Asche, 1,900 mg H,0, 7,615 mg CO.. 
Gefunden: 6,58°/, H 64,30°/, C. 
Chloroformunléslicher Anteil: 
3,187mg Substanz gaben 0,008 mg Asche, 1,850 mg H,0O, 7,510mg COQ,. 
Gefunden: 6,51°/, H 64,41°/, C. 
Die Stoffe enthalten neben Methoxyl auch Athoxyl. Die gesamten 
durch Jodwasserstoffsiiure abspaltbaren Alkylgruppen ergeben auf Methoxyl 
berechnet nachstehenden Gehalt: 


3,408 mg Substanz gaben 4,700 mg AgJ: 18,22°/, CH,O. 

3,315 mg » 4,576 mg AgJ: 18,23°/, CH,O. 

Der Gesamtwert fiir Athoxyl und Methoxyl ist nicht bei jedem 
Priiparate gleich, da nur eine teilweise Veresterung in Betracht kommt, 
daher der Athoxylgehalt schwankt. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Barger-Rast mit 
chloroformléslichem Anteil. 

4.335 mg Substanz in 1446,775 mg Alkohol gelést. 

Lésung osmotisch schwiicher als 0,005 molare alkoh. Azobenzollésung, 

” ” stiirker », 9,004 ,, ” ” 

Molekulargewicht gréBer als 599, kleiner als 749, 

5,470 mg Substanz in 1194,66 mg Alkohol geldst. 

Lésung osmotisch schwicher als 0,0083-mol. alkoh. Azobenzollésung, 

a ‘“ gleich wie 0,0072 ,,_ ,, 
Ee - stiirker als 0,0062 ,,_ ,, - 

Molekulargewicht gréBer als 551, gleich 636, kleiner als 738. 


Bromeinwirkung in Eisessiglosung. 


Das chloroformlésliche Produkt, in Eisessig geliést und 
tropfenweise mit verdiinnter Bromeisessiglésung versetzt, bis 
mit Jodkaliumstirkepapier freies Brom in der Liésung nach- 
gewiesen werden kann, dann sofort mit Wasser gefallt und mit 
Wasserdampf ausgeblasen, ergibt ein braunes Produkt mit 
negativer Beilsteinreaktion. 
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5,234 mg Substanz gaben 3,200 mg H,O, 12,170 mg CO,: 6,84°/, H, 
63,41°/, C. 

3,510 mg Substanz gaben 3,835 mg AgJ: 14,43°/, CH,O. 
- » 4,980 mg AgJ: 14,37°/, CH,O. 


4,577 mg 
Fiigt man nach dem Erreichen der positiven Bromreaktion 


in der Lésung iiberschiissiges Brom zu, so wird von der Sub- 
stanz Brom aufgenommen. 


Titrationsversuche mit alkoholischer Bromlosung. 


Zu den Titrationen wurden von der chloroformléslichen 
Substanz ungefihr 20—30 mg eingewogen, dann in 80—40 ccm 
Alkohol unter Erwirmen am Wasserbad gelést. Die goldgelbe, 
klare Lisung wird zunichst auf Zimmertemperatur abkiihlen 
gelassen, dann unter dem Wasserstrahl weiter gekiihlt, bis eine 
minimale Opalescenz auftritt. Die alkoholischen Bromlésungen 
(ein kleiner Tropfen Brom auf 15—20 ccm Alkohol) wurde auf 
0° gekiihlt. Nach Beendigung der Titration wurden eine ge- 
messene Menge Bromlésung in ein Gefi8 mit halogenireier 
Sodalésung und Bisulfit einflieBen gelassen; das iiberschiissige 
Sulfit mit H,O, zerstért, dann mit einem Gemisch von Silber- 
nitratlésung in konz. Salpetersiiure das Halogenid gefiallt. 

Tropfenweise Titration des chloroformliéslichen Anteiles 
bis zum Auftreten einer deutlichen Bromreaktion in der Sub- 
stanzlésung. 

16,976 mg Substanz, Verbrauch 2,735 eem alkohol. Bromlésung. 

1 cem Bromlésung ergab 4,915 mg AgBr. Gesamtverbrauch: 5,720 mg 
Br entspricht 33,70 Gewichtsprozenten der eingewogenen Substanz. 

26,087 mg Substanz, Verbrauch 1,52 cem alkoh. Bromlésung. 

0,5eem Bromlésung ergaben 5,690 mg AgBr. Gesamtverbrauch: 
7,36 mg Brom, entspricht 28,22 Gewichtsprozenten der Substanz. 


Bromierung in alkoholischer Lésung mit berechneten 
Brommengen. 


Bei diesen Versuchen wurde aus einer Biirette 1 ccm eis- 
gekiihlter alkoholischer Bromlésung in iiberschiissige wabrige 
Jodkaliumlésung flieBen gelassen, das ausgeschiedene Jod mit 
n/100-Natriumthiosulfatlésung tritriert und so der Bromgehalt 
bestimmt. 
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23,209 mg Substanz; 1 cem Bromlésung zur Titration. Verbrauch 
8,23 eem n/100-Thiosulfatlésung. 
Bromgehalt pro cem: 2,58 mg Brom. 
Zugetiigt 1,66 cem Bromlésung, Bromreaktion in Lésung negativ, 
9 2,23 cem oo 
‘ 3,33 cem - : i ‘ positiv. 
36,390 mg Substanz; i cem Bromlésung zur Titration. Verbrauch 
2.82 cem n/100-Thiosulfatlésung. 
Zugefiigt 3,97 cem Bromlésung. Bromreaktion in Lésung negatiy, 
Auf Zusatz von etwas tiberschiissigem Brom, Probe schwach positiv. 


Die Bromprodukte. 

Wird die mit der berechneten Menge Brom oder auch 
mit einem UberschuB an Brom versetzte alkoholische Substanz- 
lésung sogleich am Wasserbade eingedampft, erhalt man ein 
tiefbraunes Produkt. Die nachstehenden Analysen sind von 
solchen Produkten aus verschiedenen Titrationen. 


3,200 mg Substanz gaben 1,310 mg AgBr: 17,42°/, Br. 


2,830 mg i » 8,120me ,., < 1604 ‘ 
3,190 mg - - 1,315 mg ~,, : 17,54 “i 


2. Bromprodukte, durch langsames Einengen der aus- 
titrierten Liésung oder durch Fillung der Lésung mit Wasser 
gewonnen. Die Fillung mit Wasser gelingt bei allen Brom- 
produkten viel schwerer als bei den nicht bromierten Ligninen. 
Das Ausflocken der Substanz kann durch Zusatz von etwas 
Kochsalzlésung oder gelindem Erwirmen geférdert werden. Im 
allgemeinen fallen die Produkte aus stark iibertitrierten Lé- 
sungen besser als bei Zusatz der berechneten brommenge. 

3,124 mg Substanz gaben 1,050 mg AgBr: 14,3 °/, Br. 


5,495 ing ‘s » 1,296mg . : 10,03 , 
4,013 mg i > 2085 me , : 1091 9 
4,065 mg ‘i » O8280mg , : 9,68 , 
3,760 mg ° »  1,200mg ,, : 13,58 - 
3,002 mg a » 0,960mg , : 13,61 a 
4,025 mg me »  1,190mg_ ,, : 12,58 - 


3. Bromprodukte mit bestiindigem Bromgehalt. 


a) Wird die austitrierte Lésung lingere Zeit sich selbst tiberlassen, 
so beginnt sich allmihlich ein schwer lésliches Produkt auszuscheiden. 
Dasselbe abfiltriert und getrocknet, ergibt ohne weitere Reinigung (mit 
okkludiertem Brom) nachstehende Werte: 
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4,020 mg Substanz gaben 0,635 mg AgBr: 6,72°/, Br. 
3,080 mg - » 9,475 mg ,, : 6,56 - 

b) Wird die austitrierte Lésung mit Wasser gefallt und die Fallung 
erst nach einigen Tagen filtriert, ergeben die getrockneten, nicht ge- 
reinigten Produkte nachstehenden Bromgehalt: 

3,900 mg Substanz gaben 0,641 mg AgBr: 6,99°/, Br. 
2,313 mg - »  9O,340mg ,, : 6,26 ™ 
ce) Bromprodukte, die nach dem Trocknen im feingepulverten Zu- 


stand in Wasser aufgeschwemmt und mit Wasserdampf 1 Stunde aus- 
geblasen wurden. 


6,590 mg Substanz gaben 0,890 mg AgBr: 5,74°/, Br. 
3,948 mg ss »  0,557Tmg ,, : 6,00 9 


Bestimmung der Bromaufnahme in Suspension. 


Von einer eisgekiilten alkoholischen Bromlésung wurde 
mit einer Prizisionspipette 1 ccm entnommen, in 30 ccm wib- 
rige Jodkaliumlésung gebracht, das ausgeschiedene Jod titriert. 
Dann wurde mit einer MeSpipette Bromlésung aufgenommen 
und 5 ccm in ein lingliches Wageglischen von ungefihr 10 ccm 
Fassungsraum abflieBen gelassen. Die abgewogene Substanz 
wurde in die Bromlésung gebracht, das GefiB rasch ver- 
schlossen und 3 Sekunden energisch geschiittelt. Dann ge- 
Offnet, 1 ccm Bromlésung rasch entnommen und der Titer 
derselben neuerlich bestimmt. Aus der Differenz der Titra- 
tionen, multipliziert mit 5 errechnet, sich der Verbrauch an 
Brom durch die suspendierten Substanzen. 

Ketoform: 

23,440 mg Substanz: Verbrauch der Bromlésung 1,37 cem n/100- 
Thiosulfat. 

Nach Schiitteln: Verbrauch der Bromlésung 1,03 cem n/100-Thio- 
sulfat. 

Gesamtverbrauch 1,36 mg Br: 5,8 Gewichtsprozent der Substanz. 

18,805 mg Substanz: Verbrauch der Bromlésung 1,33 cem n/100- 
Thiosul fat. 

Nach Schiitteln: Verbrauch der Bromliésung 1,06 ccm n/100-Thio- 
sulfat. 

Gesamtverbrauch 1,08 mg Br: 5,73 Gewichtsprozente der Substanz. 

Enolform: 


16,330 mg Substanz: Verbrauch der Bromlésung 2,68 cem n/100- 
Thiosulfat. 
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Nach Schiitteln: Verbrauch der Bromlésung 2,075 ecm n/L00- 
Thiosulfat. 

Gesamtverbrauch 2,42 mg Br: 14,8 Gewichtsprozente der Substanz. 

24,010 mg Substanz: Verbrauch der Bromlésung: 1,46 ecm n/100- 


Thiosulfat. 
Nach Schiitteln: Verbrauch der Bromlésung 0,64 cem n/100-Thio- 
sulfat. 


Gesamtverbrauch 3,27 mg Br: 13,62 Gewichtsprozente der Substanz. 

Ketoform aus alkoholischer Lisung umgefillt. 

28,260 mg Substanz: Verbrauch der Bromlésung 2,41 cem n/100- 
Thiosulfat. 

Nach Schiitteln: Verbrauch der Bromlésung 1,65 eem n/100-Thio- 
sulfat. 

Gesamtverbrauch 3,04 mg Br: 10,8 Gewichtsprozente der Substanz. 

13,875 mg Substanz: Verbrauch der Bromlésung 2,19 cem n/100- 


Thiosulfat. 
Nach Schiitteln: Verbrauch der Bromlésung 1,79 cem n/100-Thio- 
sulfat. 
‘ Gesamtverbrauch 1,6 mg Br: 11,4 Gewichtsprozente der Substanz. 


Reaktionsprodukte mit Phenylhydrazin. 

1. Chloroformléslicher Anteil (in Alkohol gelést) mit Phenyl- 
hydrazin versetzt, eine Viertelstunde am Wasserbade erwirmt, 
dann mit Wasser gefillt und am Filter mit Ather gewaschen. 

7,200 mg Substanz gaben 0,774 com N, 747mm, 18° C:1,24°/, N. 

2. Chloroformunléslicher, verharzender Anteil. Dar- 
stellung wie vorher. 

9,303 mg Substanz gaben 0,146 ccm N, 748 mm, 16° C:1,82°), N. 

3. Hydrazondarstellung in Hisessigliésung, 

Chloroformléslicher Anteil: 

4,261 mg Substanz gaben 0,077 com N, 758 mm, 22° C:2,08°), N. 

8,445 mg me » 0,146 ecm ,,, 760 mm, 22° C:2,00/, ,, 

Chloroformunléslicher Anteil: 

5,870 mg Substanz gaben 0,107 ccm N, 760 mm, 20° C:2,12°/, N. 

6,474 mg ‘ » 0,122 cem ,,, 760mm, 20° C:2,18%, ,, 
Versuch zur Darstellung eines Phenylhydrazons der ent- 

stehenden Bromketoverbindung. 


Zu der mit alkoholischer Bromlésung in geringem Uber- 
schuB versetzten Substanzlésung wurde ein Gemisch von Phenyl- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CLXVIII. D 
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hydrazin und Essigsiure zugefiigt, dann einige Stunden sich 
selbst iiberlassen. Es findet keine Ausscheidung statt. Das 
Reaktionsprodukt ist mit Wasser oder Ather sehr schwer 
fillbar. Li®t man die mit Ather gefillte Lisung mehrere 
Stunden stehen, so fiirbt sich dieselbe intensiv griin. Infolge 
der geringen Ausbeute wurden die Substanzen nicht gereinigt. 


3.530 mg Substanz gaben 0,584 mg AgBr: 7,02°/, Br. 


1,904 mg ” » 0,846me ,; *7,78% » 
5,086 mg “a »  0,117cem N, 752 mm, 20° C:2,64°, N. 
5,003 mg - » 0,116 cem ,,, 752 mm, 20° C; 267%, ., 


Darstellung von loslichem Fichtenholzlignin mit Aceton als 
Extraktionsmittel. 


Diese Darstellung erfolgte analog nach der in der I. und 
II. Mitteilung beschriebenen Methode. Das erhaltene Lignin 
ist von griinlich gelber Farbe. Bei Fallung aus Alkohol mit 
iiberschiissigem Ather erhiilt man ein Produkt von brauner Farbe. 
3,196 mg Substanz gaben 3,523 mg AgJ:14,56°/, CH,0O. 


Methoxylgehalt der Laubholzlignine nach Abspaltung der 
Esteralkyle. 


Zur Abspaltung der Esteralkyle wurden die Lignine in 
Lauge gelist, 2 Stunden am Wasserbad erwirmt, dann mit 
Saure gefillt. Diese Produkte scheinen jedoch stark verindert. 
So wurde beim Primirlignin des Fichtenholzes nach Behand- 
lung mit Lauge ein tiefbraunes Produkt mit 12,5—13°/, CH,O 
erhalten. Dieser Methoxylgehalt ist tiefer, als er fiir Fichten- 
holzlignin allgemein gefunden wird. Ferner zeigen diese Stoffe 
nach der Behandlung mit Lauge einen etwas héheren Kohlen- 
stoffgehalt als vorher. Theoretisch miiBte durch die Abspaltung 
der Athoxylgruppen derselbe sinken. Es ist mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit anzunehmen, da bei dieser Behandlung eine 
tiefer greifende Veriinderung im Molekiil vor sich geht und die 
Methoxylgehalte dieser Stoffe um 1—2°/, tiefer gefunden werden 
als der Abspaltung der Esteralkyle entspricht. 

Bei der Abspaltung der Athoxylgruppen mittels Brom in 
Eisessiglisung wurde der Methoxylgehalt des Fichtenholzlignins 
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mit 14,4°/, gefunden, was mit den Ergebnissen anderer Autoren 
iibereinstimmt. Dieses Priparat zeigt auch eine Senkung des 
Kohlenstoffgehaltes. 

Lésliches Lignin der WeiBbuche nach Behandlung mit 
Lauge: 

5,097 mg Substanz gaben 8,945 mg AgJ : 23,20°/, CH,O. 

3,528 mg ‘i » G19Tme , :232 %, » 

Lésliches Lignin aus Birnenholz nach Behandlung mit 
Lauge 

5,587 mg Substanz gaben 9,830 mg AgJ : 23,24°/, CH,O. 

5,120 mg S »  @8,800me ,, : 22,06", . 

Lésliches Lignin der Rotbuche nach Behandlung mit 
Lauge. 

4,104 mg Substanz gaben 7,046 mg AgJ : 22,68°/, CH,O. 

Dasselbe Priiparat, nach Abspaltung der Estergruppen mittels Brom 
in Eisessiglésung. 


4,580 mg Substanz gaben 8,928 mg AgJ: , CH,0O. 


25,76 
3,036 mg es ” 5,917 mg ,, :25 15°) 0 9 
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Eine Methode zur spektrophotometrischen Konzentrations- 
messung von Farbstoffen neben gefarbten Begleitsubstanzen. 
Von 
Alfred Treibs. 


Mit 13 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, April 1927.) 


Hefe enthalt in geringer Menge Himin und Kopro- 
porphyrin. Durch geeignete Ziichtung gelingt es, den Kopro- 
porphyringehalt zu steigern.'} Koproporphyrin kommt im nor- 
malen und pathologischen menschlichen Organismus vor und 
enthalt 4 Carboxylgruppen, wihrend das dem Himin zugrunde- 
liegende Protoporphyrin nur 2 Carboxylgruppen besitzt.. Ks 
wire von groBer Bedeutung, festzustellen, ob die Hefe das 
Koproporphyrin tiber das Protoporphyrin als Zwischenstufe 
synthetisiert, oder ob eine total getrennte Synthese der beiden 
Farbstoffe stattfindet. 

Es besteht die Méglichkeit, diese Frage vielleicht einer 
Lésung zuzufiihren, wenn es gelingt nachzuweisen, dab der 
durch Ziichtung erreichten Vermehrung des Koproporphyrins 
eine entsprechende Verminderung des Hiimins parallel geht 
oder nicht. Die spektrophotometrische Untersuchung der Hete- 
kulturen, die Herr H. Hilmer angelegt hatte, fiihrte zu Er- 
gebnissen, die in letzterem Sinne sprechen.”) 

Ks bestand die Aufgabe, das mit Pyridin der Hefe ent- 
zogene Himochromogen durch Messung von Extinktions- 
koeffizienten zu bestimmen, neben wechselnden Mengen von 
undefinierbaren Farbstoffen, und, wenn méglich, in der gleichen 





1) Fischer u. Fink, Diese Zs. Bd. 140, 8.58 (1924); Bd. 144, 
S. 102 (1925); Bd. 150, S. 243 (1925). — Fischer u. Hiimer, Diese Zs. 
Bd. 153, S. 167 (1926). 

2) Fischer u. Hilmer, unverdffentlicht. 
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Probe Koproporphyrin zu bestimmen. Fiir das Koproporphyrin 
kam auch eine Extraktion mit Kisessig in Betracht, oder auch 
eine Isolierung aus dem Pyridinextrakt. In beiden Fallen 
war eine weitgehende Abtrennung von begleitenden Farb- 
stoffen durch Hin- und Hertreiben in Ather und Salzsiiure zu 
erzielen, doch war mit einer vélligen Reinheit nicht unbedingt 
zu rechnen. Eine Messung nach den Angaben Niemanns’) 
konnte einige Kontrolle fiir Reinheit der Porphyrinlésung 
bieten, wihrend eine rein colorimetrische Methode Unrein- 
heit nicht sicher erkennen lieBe. 

Das Problem, zwei Farbstoffe nebeneinander zu bestimmen, 
ist durch Vierordt?) gelést worden. Es gilt jedoch die Vor- 
aussetzung, daB beide Farbstoffe fiir sich durchgemessen sind 
und beide dem Beerschen Gesetz gehorchen und in der 
Lésung nicht aufeinander einwirken (Oxyhimoglobin-Methimo- 
globin). Das Vierordtsche Prinzip kann also zur Messung 
des Hiaimochromogens keine Anwendung finden. Vierordt 
stellte folgende Gleichungen auf zur Errechnung der Konzen- 
trationen der beiden Farbstoffe: 

(E’'d— Ebjac. (Ha — E’e)bd 
a@d—-be ° 4 ad—be ’ 





"s bedeuten xz die unbekannte Menge eines Farbstoffes, 
«a das Absorptionsverhiltnis in einer Spektralregion, c das Ab- 
sorptionsverhiltnis fiir eine zweite Spektralregion; y die un- 
bekannte Menge des zweiten Farbstoffes, 4 und d seine ent- 
sprechenden Absorptionsverhiltnisse, # und #’ sind die ge- 


1) Diese Zs. Bd. 146, S. 192 (1925). Die Tabelle der Absorptions- 
verhaltnisse auf S. 192 oben enthilt einige Druckfehler, nach einer Mit- 
teilung von Herrn G. Niemann lautet sie richtiggestellt: 


A A f. Koproporph. A f. Hamatoporph. 
496,5 0,000 063 55 0,000 059 24 
527,0 0.000 099 12 0,000 099 14 
570,0 0,000 141 8 0,000 146 1 
625,0 0,000 261 7 0,000 281 4 


*) C. Vierordt, Die Anwendung des Spektralapparates zur Photo- 
metrie der Absorptionsspektren und zur quantitativen Analyse. Tiibingen 
1873, S. 51ff. — v. Reinbold, Diese Zs. Bd. 85, S. 263 (1913). 
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messenen Extinktionskoeffizienten an den beiden Spektral- 
stellen. Die Gleichung besitzt universelle Giiltigkeit unter den 
angegebenen Voraussetzungen. 

Macht man die weitere EKinschriinkung, daB die Extink- 
tionskoeffizienten des einen Farbstofies an zwei Spektral- 
bezirken gleich sind, so lift sich eine einfache Gleichung zur 
Errechnung der Konzentration des zweiten I arbstoffes aus 
den beiden Extinktionskoeffizienten der beiden Spektralbezirke 
ableiten. Diese Voraussetzung ist bei den Hefeextrakten an- 
nihernd erfillt, wie weiter unten gezeigt wird, so daB die Be- 
stimmung prinzipiell méglich ist, wenn das Beersche Gesetz 
fiir Haimochromogen in Pyridin erfillt wird. 


Léde=, DL. tee: 
& E 
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Ks bedeuten ¢ die gesuchte Konzentration (Gramm pro ccm) 


eines Farbstoffes, « und « die fir 2 Spekiralbezirke ge- 
messenen Extinktionskoeffizienten, 4 und 4’ die nach Gleichung | 
und II mit bekannter Konzentration und gemessenem Extink- 
tionskoeffizienten errechneten Absorptionsverhiltnisse fiir die 
beiden Spektralbezirke. 

Der Ausdruck 


ist eine Konstante. Die Gleichung vereinfacht sich also zu: 
IV. c= 

(1/A und 1/4’ bedeuten Extinktionskoeffizienten bezogen auf 

c = 1), 


Verwendung fand das Spektralphotometer von Martens 
und Griinbaum.!) Die Aichung der Wellenlingenskala 


') Ann. d. Phys. Bd. 12, 8. 984 (1908). 
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wurde mit den sechs hellsten He-Linien ausgefiihrt und der 
Tl-Linie. Die mit dem Kurvenlineal gezogene Aichkurve 
wurde mit den hellsten Linien der Alkalien nachgepriift und 
stimmend befunden. Im Laufe der Zeit stellte sich heraus, 
daB diese Skalenaichung veriinderlich ist, diese Erscheinung 
wurde an zwei verschiedenen Apparaten beobachtet. Darauf 
diirfte auch die Abweichung der spektrophotometrisch ge- 
messenen Maxima des Koproporphyrins von den mit dem 
Gitterspektroskop gemessenen Wellenlingen beruhen, die 
G. Niemann!) beobachtete. Als Lichtquelle bewihrte sich 
eine allseitig abgeblendete Gliihlampe, die auf der Riickseite 
versilbert wurde. Die Stellung von Apparat und Lichtquelle 
darf im Verlauf der Messung einer Spektralstelle nicht ge- 
aindert werden. Die Spalte waren so eingestellt, daB bei der 
He-Linie 2 587,6 ein Bereich von 5,5 wu gemessen wurde 
(Objektivspalt 0,05 mm). Das entspricht bei 4 557 einem Be- 
reich von 4,5 uu, bei 2500 2,8 wu, bei 2650 7,5 wu. Im 
blauen und violetten Teil des Spektrums war es oft notwendig, 
den Objektivspalt breiter zu verwenden, um _ geniigende 
Lichtstirke zu erhalten, der MeBbereich wurde dadurch bis 
um ?/, vergréBert, eimige Male auch bei Messung sehr dunkler 
Maxima des Himochromogenspektrums. Bei sehr geringen 
Extinktionswerten, besonders im Gelb und Rot, wurde der 
Objektivspalt oft schmiéler verwendet und der MeBbereich ent- 
sprechend verkleinert. Die Extinktionskoeffizienten wurden 
durch diese Spaltinderungen nicht verindert. 

Nach lingerer Ubung konnte ich mich auf Ablesung der 
Winkelwerte in zwei Quadranten beschriinken, zur Kontrolle 
wurde noch eine dritte Kinstellung vorgenommen, eine ver- 
gleichende Messung mit den vorgeschriebenen drei Mefserien 
zu je vier Ablesungen ergab eine gute Ubereinstimmung. 
Dies bedeutet eine sehr groBe Zeitersparnis, die die Messung 
der rasch verinderlichen Hefeextrakte ttberhaupt erst ermég- 
licht. Die Ermiidungserscheinungen des Auges treten auch 
nicht so frith auf, auch der schnellere Wechsel der Spektral- 





') Diese Zs. Bd. 146, 8. 185 (1925). 
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region wirkt dem entgegen. Besonders im Blau und Violett 
ermiidet das Auge sehr rasch, als recht gutes Mittel hiergegen 
bewiihrte sich kurzes Betrachten einer schwach erleuchteten 
Fliche der Komplementirfarbe. 

Kine Schwierigkeit bestand darin, daB die normalen Meb- 
gefaBe, Glasrédhren mit eingekitteter lackierter Messingfassung 
und Glasplatten, die durch Verschraubung angepreBt werden, 
nicht zu verwenden waren, da eine unvermeidliche Beriihrung 
mit Lack und Kitt die Pyridinlésung des Hiimins in ganz 
kurzer Zeit verdarb. Es wurden von Schott in Jena speziell 
angetertigte Glastrége verwendet von 10 cm Linge mit an- 
geschmolzenen geschliffenen Verschlu8platten und mit  seit- 
lichem EinguB und Glasstopfen, Fassungsvermégen 60 ccm. 
Diese Réhren sind natiirlich nicht véllig optisch einwandfrei 
herzustellen. Aus einer gréferen Anzahl wurden zwei passende 
ausgewihlt, und mit Pyridin gefiillt eine Korrektur fiir die 
geringen Fehler der Roéhren bestimmt; die Korrektur war 
durch das ganze Spektrum — 0,002 am Extinktionskoeffizi- 
enten und brauchte nur bei den Messungen zur Bestimmung 
der Konstanten beriicksichtigt zu werden, da gemii$§ Gleichung IV 
der Fehler bei Konzentrationsmessungen herausfillt. Da stets 
die gleichen Rohren fiir die vergleichenden Messungen benutzt 
wurden, die immer gleich orientiert mit Gummiringen stets 
an dieselben Stellen der Rinnen des Apparates gelegt wurden, 
waren dadurch die kleinen Fehler der Réhren ausgeschaltet 
und vergleichbare relative Werte erzielbar, die von den ab- 
soluten zweifellos kaum abweichend sind. (Fir das Extink- 
tionsverhiltnis beim Oxyhamoglobin wurde der Wert von 
Hiifner 1,58 bestatigt.) 

Hamin. 

Zuniichst wurde reines Himin untersucht. Alles Pyridin (das 
allein in Betracht kommende Lésungsmittel fir Haimin in Hefe) 
fiir spektrophotometrische Messung wurde mit Chromtrioxyd 
erwirmt!) und mit Kali vorbehandelt, im Vakuum iiber Kali 
destilliert. 


1; Man muB sich hiiten, eine Chremtrioxydlésung in Pyridin stark 
zu konzentrieren, dabei kann heftige Verpuftung auftreten, obwohl Py- 
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Die Lésungen des reinen Hiimins und die Hefeextrakte 
sind mit derart vorbehandeltem Pyridin relativ haltbar, wah- 
rend sie sich mit gewéhnlichem reinem Pyridin viel schneller 
tindern. Die Hefeextrakte mit gewéhnlichem Pyridin lassen 
nach 10 Minuten kaum mehr ein Spektrum erkennen, wihrend 
mit Chromtrioxyd vorbehandeltes Pyridin das Spektrum ungefaihr 
1/, Stunde ganz unverindert liBt. 


Spektroskopisches Verhalten des Hamins in Pyridin. 





Diese Messungen hat Herr Dr. Lindner kontrolliert. 
Pyridin nicht vorbehandelt. Das Himin war umkrystalli- 
siert durch Liésung in wiBrig alkoholischem Ammoniak und 
Eintropfen in siedenden Kisessig. Im Reagenzglas gemessen. 
Lésung 0,05°/,ig. 6 mg in 12 cem. 
Endabsorption 694,0. 648,0—627,0; Endabsorption 603,0. 
637,5 





Nach 48 Stunden zur Messung zu dunkel, bei ganz breitem 
Spalt war der Streifen im Rot noch erkennbar. 
Lésung 0,025°/,ig. 6 mg in 24 eem. 
Endabsorption 682,0. 647,4—628,9; Endabsorption 587,5. 
628,2 
Nach 48 Stunden nicht mehr meBbar. 





f 


Lésung 0,012°/,ig. 6 mg in 48 cem. 
Endabsorption 690,1.  575,3—552,8; 547,5-514,2; Endabsorp- 


563,8 530.8 ' 








tion 465,0. 
Nach 48 Stunden nicht meBbar. 


Liésung 0,006°/,ig. 6 mg in 96 ccm. 
Endabsorption 687,0. 572,3—555,1; 543,1—517,9; Endabsorp- 
563,7 530,5 





tion 467,6. 
Nach 48 Stunden 564,0—55( 








526,6 
495,4....Endabsorption 441,0. Mit Hydrazin sehiirfer. 


» 


ridin gegen verdiimuntes Chromtrioxyd vollkommen bestandig zu sein 
scheint. UbergieSt man CrO, mit Pyridin, tritt hiufig auch Verpuffung ein. 
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Loésung 0,003" ,ig. 6 mg in 192 ccm. 
Endabsorption 687,3. 572,5—558,3; 541,8—520,8; Endabsorp- 
565,4 531,3 





tion 439,3. 
Nach 48 Stunden 561,9—552,5; 529,6—522,6; Endabsorption 431,9; 
2 526,1 





mit Hydrazin schirfer. 

Das Hiimin gehorcht in seiner Pyridinlésung dem Beerschen 
Gesetz nicht und iindert auBerdem sein Spektrum beim Stehen, 
in sehr verdiinnter Lésung geht es iiber in Himochromogen. 

Die konzentrierten Lésungen kamen infolge ihrer sehr 
starken Absorption fiir die Messung im 10 cm-Rohr nicht in 
Frage. Ihre Messung kénnte nach der Methode von Scheibe!}) 
wohl ausgefiihrt werden. Gemessen wurden Konzentrationen 
von 1 mg in 100 ccm und darunter.’) | 


Yabelle I. 





e = 0,00001 (normaler Extinktionskoeffizient).’) 





Frische Nach Nach Nach 

Loésung 24 Stunden 4 Tagen 12 Tagen 
680 0,005 ions 0,008 0,010 
662 0,008 0,008 0,009 ~ = 
637,5 U,015 0,013 0,016 — 
610 0,024 0,024 0,029 0,040 
590 0,045 0,045 0,050 == 
578 0,077 0,076 0,079 0,088 
564 0,129 0,139 se - 
do 0,135 0,168 0,195 0,207 
549 0,142 _ aan 
542 0,150 0,150 0,151 0,148 
531 0,157 0,169 = _ 
526 0,159 0,169 0,179 0,181 
510 0,120 0,132 wi 0,139 
500 0,109 ee 0,113 0,122 
490 0,111 0,119 a es 
470 0,150 0,155 0,155 0,170 








1) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1330 (1925). 


2) Uber die Technik des Messens vgl. Ann. d. Phys. Bd. 12, S. 984 





(1903); Niemann, Diese Zs. Bd. 146, 8. 192 (1925). 
8) Niemann, Diese Zs. Bd. 146, S. 183 (1925). 
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Unter Konzentration ist stets Gramm pro Kubikzentimeter 
verstanden. Die Tabelle I S. 74 gibt die Extinktionskoeffti- 
zienten einer Hiiminlésung von 1,000 mg in 100 ccm Pyridin 
wieder und zeigt die Veriinderung beim Stehen im Dunkeln. 

Kine zweite MeBreihe gab fast die gleichen Daten. 

Ks ist bemerkenswert, daB die frische Lésung beim Be- 
trachten mit dem Gitterspektroskop zwei verwaschene Streifen 
zeigt, deren Maxima bei 564 und 531 liegen, bei 549 ist 
deutlich ein schwaches Minimum zu erkennen, das bei der Ex- 
tinktionskurve kaum in Erscheinung tritt. 

Spektrum der frischen Lésung: 


I. 571,5—536,1... 542,5—518,3... 512. 
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Fig. 1. Exstinktionskurve einer Himinlésung. Verdinderung beim Stehen (nach den 
Werten von Tab, 1). 


Das Absorptionsspektrum zeigt eine stetige Anderung. 
Es geht itiber in das sogen. Hiimochromogenspektrum. Die 
Umwandlung geht bei der Konzentration c = 0,00001 nicht 
zu Ende. Durch Zusatz von Hydrazin kann dies bewirkt 
werden, ebenso bei einer frisch hergestellten Liésung. Beson- 
ders charakteristisch ist, daB der Extinktionskoeffizient bei 
4542 wu konstant bleibt, wihrend sonst durch das ganze 
Spektrum die Absorption ansteigt, auch Hydrazinzusatz iindert 
ihn nicht. (Der Wert in der angegebenen MeBserie liegt 
gegeniiber den Durchschnittswerten etwas zu hoch.) 
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Bei noch tarker verdiinnten Lésungen wird der End- 
zustand der Hamochromogenbildung sofort erreicht. 


Tabelle II. 




















e = 0,0000005 e = 0,000000 25 
i, Gefunden Berechnet Gefunden Berechnet 
565 0,010 nt 0,005 wi 
557 0,021 0,025 0,011 0,012 
542 0,008 0,007 0,004 0,004 
526 0,012 0,013 0,006 0,006 
500 0,007 0,007 0,004 0.004 














Die zwischen 9,0000005 und 0,00001 liegenden Konzen- 
trationen zeigen Mischspektren, bei den niederen Konzen- 
trationen ist uach langerem Stehen die Himochromogen- 
bildung vollendet. 

Die Haltbarkeit der Himinlésung hangt anscheinend von 
der Reinheit des Pyridins und der Fernhaltung von Licht ab. 


Hamochromogen. 


Als Hamochromogen wird der aus Hamin unter ver- 
schiedenen Einfliissen entstehende Farbstoff mit charakteristi- 
schem Zweibandenspektrum, Maxima bei 2 557 wu und 4 526 up, 
bezeichnet. Chemisch ist Hiimochromogen noch nicht ein- 
deutig definiert'), es bildet sich in Pyridinlésung wie oben 
dargetan, bei sehr starker Verdiinnung von selber, in stirkerer 
lonzentration unter dem EinfluB von sehr wenig- Hydrazin, 
relativ viel Piperidin, mit Pyridin- und Piperidinhomologen, 
aus Oxyhiimoglobin mit Pyridin- und Piperidinbasen?), auch 
mit Ammoniumsulfid und Takajamas Reagens.*’) Bei der 
Bildung von Hamochromogen spielt doch wohl die An- 
wesenheit von Stickstoff mit eine ausschlaggebende Rolle; ein 





') H. Joseph, Dissertation Miinchen. 1926. 

*) Dilling, Atlas der Krystallformen und Absorptionsbanden der 
Hlimochromogene. Stuttgart 1910. 

‘) H. Joseph, a.a. O. 
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Himochromogen, dessen Banden die angegebe. : Lage besitzen, 
ohne Anwendung von Stickstoffbasen, ist bisher noch nicht 
beschrieben worden.!) 

Kin Versuch mit Diphenyljodoniumhydroxyd, 
zentrierter wiiBriger Lésung einer Pyridinlédsung von Hiimin 
zugesetzt wurde, ergab einen Streifen bei 2 600 wu mit Be- 
schattung bis 4560 wu, nach einigem Stehen einen Streifen 
bei 4’588 wu mit Beschattung nach Griin. 

Zunichst war es wesentlich zu zeigen, daB8 Hiimochro- 
mogen dem Beerschen Gesetz gehorcht. 
stets durcl 


das in kon- 


Erzeugt wurde es 
o 
Zugeben einer sehr verdiinnten Hydrazinlésung in 
Pyridin in kleinen Trépfchen, bis der am Spektrophotometer 


Tabelle ILL. 


Extinktionskoeffizienten von Himochromogen in Pyridin 
oe] e 


in Abhingigkeit von der Konzentration. 




















1) H. Joseph, a.a. QO. 
*) Die Absorption war so stark, da& wegen Dunkelheit des Ge- 
sichtsfeldes und allzu kleinem Winkelwert keine Messung moglich war. 











c= c= c= c= c= c= 
0,000 006 20 | 0,000 004 133 | 0,000 002 067 | 0,000 001 033 10,000 000 5017} 0,000 000 2505 

0,003 “= — — [ooo -— 

0,006 0,005 0,000 0,000 ~ — 

0,007 — — — — ~~ 

0,008 = a —- — — 

0,010 0,008 0,603 0,002 — 

0,060 -— ~- --- — — 
—”*) 0,205 + 0,097 0,046 0,024 0,011 
— 0,203 +- 0,106 0,051 0,024 0,011 

0,090 0,060 +- 0,023 0,015 0,006 0,004 
— 0,062 + 0,032 0,015 0,007 0,602 

0,153 0,104 0,049 0,024 0,010 0,007 
— 0,104 0,054 0,027 0,012 U,00T 

0,108 -- — _ = — 

0,091 0,061 0,030 0,013 0,006 9,003 
— 0,061 0,031 0,016 0,006 0,004 

0,113 0,074 0,036 0,017 — me 

0,093 0,063 0,029 0,019 — — 
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bei 2557 uu gemessene Winkelwert konstant war. Absorp- 
tionsspektrum einer Himochromogenlésung (am Gitterspektro- 
skop gemessen): 

I. 566,1—548,3; II. 585... 530,83—522,2... 512; 











557,2 526,2 
III. 498,5—470,0; (Konzentration willkirlich). 
484,2 


Der dritte Streifen ist sehr verwaschen und kann nur 
vom geschulten, violett empfindlichen Auge gemessen werden 
is. Tabelle III 8. 77.) 

Dies sind zwei unabhingige MeBreihen von vielen, die mit 
zweimal sorgfiltig umkrystallisiertem Hiimin angestellt sind. 
Alle Messungen hatten stets das gleiche Ergebnis: Erfillung 
des Beerschen Gesetzes. Die Genauigkeit kann natiirlich bei 
derart empfindlichen Farbstoffen nicht so groB sein wie bei 
stabilen Kérpern. Das Himochromogen ist gegen einen Uber- 
schuB von Hydrazin unbestiindig, das Spektrum verschwindet 
mit viel Hydrazin in ganz kurzer Zeit, nimmt man nur einen 
ganz geringen Uberschuf, ist es noch wochenlang haltbar. 
Als erste Anderung ist eine Abnahme des Extinktionskoeffizienten 
bei 4557 uu und eine Zunahme bei / 463 nu festzustellen. 











680 640 600 so” $20 480 


Fig. 2. 


Als besonders zuverliissig sind die mit -++ versehenen 
Werte fiir 2557 wu und A542 wu anzusehen, sie stimmen mit 





a“ 
—=— 
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den Mittelwerten vieler Messungen iiberein und sind der Be- 
rechnung der Konstante % in Gleichung IV zugrunde gelegt. 
Zur quantitativen Bestimmung konnte ja nur die Stelle des 
ersten Maximums (557) und des ersten Minimums (542) in Be- 
tracht kommen. Die Fig. 2 gibt die Extinktionswerte fiir 
1/,normale Konzentration ¢ = 0,000005. 
P Sie zeigt, daB die Extinktionskoeffizienten an den drei 
Minima gleich sind, wihrend die Werte an den drei Maxima 
sich verhalten wie 8:4: 3. 
Die Absorptionskoeffizienten fiir Hydrazinhimochromogen 
in Pyridin an den Spektralstellen 4 557 (4) und 4 542 (4) 
errechnen sich nach Gleichung I und II. 
0,000004 133 





ie ; _ 9HO6 
A= 0,204 : A = 0,00002026, 
,  0,000004 133 ee 
A oer «Sf = 0,00006776, 
er 1 ; ' 

ee a 

- ms ] 34600 

A A’ 


Die Gleichung zur Messung von Himochromogenkonzen- 
trationen lautet also: 

e— & 
™ “34600 ” 
e=ginccm’ « = Extinktionskoeffizient bei 2 557 uu, 
é’ = Extinktionskoeffizient bei 4 542 uu. 
é —é méochte ich als ,,Extinktionsdifferenz* bezeichnen, 








1 , 
—— als , Himochromogenfaktor“ (Hchr F). 


die Konstante A = : 
34600 


Tabelle IV. 


Extinktionskoeffizienten von Hiimochromogen ¢ = 0,000 01. 











A é A é 
r 
680 0,005 542 0,147 
640 0,010 526 0,252 
; 622 0,011 518 0,174 
605 0,013 500 0,147 
588 0,016 484 0,179 
568 0,097 463 0,151 
557 0,493 
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Die Tab. 1V gibt die normalen Extinktionskoeffizienten 
fiir Hiimochromogen. Die MeBstellen sind unter Beriick- 
sichtigung der Maxima und Minima von Koproporphyrin in 
Pyridin ausgewahlt. 

Dazwischen liegende Werte wurden auch des éfteren ge- 
messen und die Extinktionskurve noch niher festgelegt, deren 
Verlauf aus den wiedergegebenen Werten jedoch in allen i 
Einzelheiten deutlich wird. 


Piperidinhamochromogen. 

Auf Zusatz einiger Tropfen Piperidin zu einer Himin- 
lésung in Pyridin entsteht ein Himochromogenspektrum, das 
mit dem mit Hydrazin erzeugten spektroskopisch identisch ist. 

565,6—548,8; 536... 580,4—521,6 ... 511; 497,5—470,2. 


557,2 526,0 483,8 











Konzentration willkiirlich. 


Tabelle V. 
Extinktionskoeffizienten einer mit Piperidin erhaltenen Hiimochromogen- 
lésung in Pyridin. c = 0,00000333. 











i E Berechnet 
640 0,006 0,002 
605 0,009 0,003 
588 0,013 0,004 
557 0,157 0,164 
542 0,051 0,049 
526 0,088 0,084 
500 0,059 0,049 
484 0,074 0,059 
463 0,071 0,050 f 


Die Ubereinstimmung ist nicht vollkommen. Im Rot und 
Blau sind deutliche Differenzen wahrzunehmen gegeniiber dem ' 
Hydrazinspektrum, bei 2 557, 4 542 und /% 526 uu ist kaum 
ein Unterschied. 


Auch diese Lisung ist nicht haltbar. 
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Koproporphyrin. 


Koproporphyrin zeigt in Pyridin folgendes Spektrum: 
1. 625,8—619,7; IL. 598,6—594,0; IIL. 582,3—573,0; IV. 570,0 —565,2 ; 




















622.7 596,3 577,1 567,6 

V. 538,6—526,3; VI. 512,0—483,0; Endabsorption 440. Minima 605, 
532,0 497,6 

550, 518. 


Reihenfolge der Intensitét: VJ, V, I, IV; IL, II (nach 
Schitzung). 

Beim Verdiinnen keine Anderung, die schwachen Streifen 
bei 596 und 578 kommen zuerst zum Verschwinden. 

Auch Koproporphyrin gehorcht in Pyridin dem Beerschen 
Gesetz, wie die folgende Tabelle zeigt. V. Zilzer') findet fir 
Oxyhimoglobin, Hiimin in n/10-NaOH und NH,OH und auch 
fiir Himatoporphyrin in Alkohol und n/10-KOH Abweichungen 
vom Beerschen Gesetz, die mit einiger Reserve mitgeteilt 
werden und immerhin zur Vorsicht mahnen. Nach meiner 
Erfahrung diirften alkalische Porphyrinlésungen fiir quantitative 
Messungen von vornherein ausgeschaltet werden. Zahl und 
Lage der Streifen sind vom Gehalt an Alkali, Salz und anderen 
Faktoren abhiingig, z. B. Schiitteln mit Ather kann sehr starke 
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662 ? GVO 600 560 J2O 480 119 


Fig, 3. Extinktionskurve von Koproporphyrin c = 0,00001. 


Anderungen zur Folge haben. Beim physiologischen Material 
diirften derartige Unsicherheiten unvermeidlich sein.?) 





') Biochem. Zs. Bd. 179, S. 348 (1926). 
*) Die Lésungen in Pyridin sind sicher nicht kolloidal. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVIII. 6 
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Die folgende MeBreihe wurde mit 2 mal aus Eisessig um- 
krystallisierten Koproporphyrin vorgenommen und durch mehrere 
Kontrollen bestitigt. 


Tabelle VI. 








Extinktionskoeffizienten von Koproporphyrin in verschiedenen Ver- 
diinnungen. 
i c= c= C = c= c= 
0,000 01547 | 0,000 007 74 | 0,000 003 87 | 0,000 001 94 | 0,000 000 97 

680 0,010 we we se ~ ie 
660 0,013 -_ a i = 
640 0,021 0,012 0,006 0,008 0,000 
622 0,102 0,052 0,027 0,013 0,004 
605 0,033 0,019 0,010 0,004 0,001 
596 0,045 ae ae = _ 
588 0,052 _ _ — 
578 115 — — ~- _— 
571,5 0,147 — er we _ 
568 0,159 0,079 6,040 0,019 0,007 
557 0,071 = _ we - 
550 0,059 0,031 0,014 0,007 0,003 
542 0,091 ae — oe _ 
582 0,216 0,109 0,050 0,026 0,010 
518 0,096 0,049 0,028 0,011 0,007 
498 —?) 0,150 0,075 0,037 0,015 
480 0,115 _ —_ _ ci 
460 0,075 0,037 0,023 0,013 0,007 











Tabelle VII. 
Normale Extinktionskoeffizienten von Kaproporphyrin (c = 0,00001). 

















é 
0,006 
0,008 
0,018 
0,066 
0,020 
0,029 
0,034 
0,075 
0,095 














A g 
568 0,103 
557 0,046 
550 0,038 
542 0,059 
532 0,140 
i 518 0,062 
| 498 0,194 
| 480 0,075 
460 0,048 


') Messung unméglich wegen zu starker Absorption. 
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Fiir die 4 Maxima und 3 Minima lassen sich 4 Kopro- 
porphyrinfaktoren (A 1—-4) errechnen. Ubereinstimmung der 
aus den 4 Faktoren errechneten Konzentrationswerte wird also 
die Sicherheit der Messung wesentlich erhdéhen. 


Tabelle VIII. 
Absorptionskoeffizienten und Faktoren des Koproporphyrins. 








i 
622 (I. Maximum) A, = 0,0001515 | KP 1 
“a 
605 (I. Minimum) 4,’ = 0,0005000 | : 4600 
568 (II. Maximum) A, = 0,0000971 ! KF = 1 
550 (II. Minimum) A,’ = 0,00026382 > 6500 
532 | (UL Maximum) 4, = penne KR. = 1 
518 | (IIT. Minimum) A,’ = 0,00016138 % 7800 
1 
" - , re WF a 
498 (VY. Maximum) A, = 0,0000516 AF, = 13200 


Das Minimum bei 4 518 hat zur Berechnung von AF, 
und AF, gedient. 


. 3 ’ ar a ae 
Der Faktor ~ @ Gleichung IV ist gleichzeitig ein direktes 


MaB fiir die Intensitét der Banden und die Empfindlichkeit 
der Mefmethode. Je gréBer der Unterschied in den Extink- 
tionskoeffizienten von Maximum und Minimum irgendeines 


f : ‘ a 
Harbstoffes, um so kleiner wird der Wert fiir =: (Spektro- 


skopisch betrachtet ist die Intensitit der 4 Koproporphyrin- 
banden fast gleich.) 

Beim Vergleich des Himochromogenfaktors mit den Fak- 
toren fiir Koproporphyrin sieht man ohne weiteres, daB es 
moéglich ist, eine betriichtlich kleinere Menge Himochromogen 
zu bestimmen. Auf die einzelnen Koprostreifen berechnet sich 
ein Verhaltnis der Empfindlichkeiten Hiimochromogen gegen- 
tiber Koproporphyrin: 

L1:75s 32:68: UL 8:45; 2. 1288 


Beriicksichtigt man, daB der Streifen bei 2 498 uu am 
schwierigsten zu messen ist und Verunreinigung am_physio- 
logischen Material meist in Blau am stirksten absorbiert, so 

6* 
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findet man, da Himochromogen bei '/, der Konzentration 
noch ebenso genau zu messen ist, wie Koproporphyrin. Wenn 
also 10 g Hefe geniigen, um Himin zu bestimmen, sind fiir 
die Koproporphyrinbestimmung 50 g notwendig. Die Grenzen 
der Methode liegen bei den niedersten Konzentrationen, die 
in den Tabb. VI und [II angegeben sind, deren Werte bereits 
nicht mehr ganz befriedigen. 

Ks lag nahe, die Empfindlichkeit fiir Koproporphyrin zu 
verbessern, indem es als Komplexsalz gemessen wurde. Kopro- 
himin kam nicht in Frage, Himine werden ganz allgemein 
mit Ferrosalz in Eisessig erhalten, wobei stets dunkle Fir- 
bungen von Hisensalzen erhalten werden. Es wurde ein Ver- 
such mit dem Kupfersalz gemacht. 

Koproporphyrinkupfersalz zeigt in n/10-NaOH folgendes 
Spektrum: 

I. 571,5—554,8; II. 535,3—515,.8. 

(563,1) 525,6 
561,0 

Streifen I ist deutlich unsymmetrisch, das Maximum liegt 

bei 561,0, was auch spektrophotometrisch bestitigt wurde. 


Tabelle IX. 


Extinktionskoeffizienten von Koproporphyrin-Cu-Komplexsalz in n/10- 
NaOH, ¢ = 0,00001095, 

















A & | } & 
680 0,002 561 0,150 
650 0,002 543 0,075 
620 0,004 526 0,099 
600 0.017 515 0,066 
580 0,056 300 0,043 
570 0,120 470 0,035 


Die Liésung war nach 14 Tagen vdllig unveriindert. 
Fiir normale Konzentration ¢ = 0,00001 ist 
bei 2 561 uu ¢ = 0,187, 
» 24 543 uu 6s’ = 0,068. 
Demnach sind die Absorptionskoeffizienten 


A (i 561) = 0,000073 , 
A’ (A 543) = 0,000147. 
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Der Faktor des Koproporphyrin-Cu-Komplexsalzes ist 


- 1 
KCuP = $900. 
Es ist ersichtlich, daB ein Vorteil vor freiem Koproporphyrin 
nicht erreicht ist. 





5600 520 480 


oe 
640 000 
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Fig. 4. Koproporphyrin-Cu-Komplexsalz in n/i0-NaOH c = 0,00001095. 


Uber die Additivitat von Hamochromogen und Koproporphyrin- 
spektrum. 


Bei Bestimmung von Hamin und Koproporphyrin in einer 
Loésung mit der Methode der Extinktionsdifferenzen ist natiir- 
lich zu beachten, wieweit die «Werte des einen Farbstoffes 
bei den MefBstellen des anderen differieren. Bei Kopro- 
porphyrin sind die Werte fiir 4 557 und A 542 uu nicht sehr 
verschieden, seine Anwesenheit bedingt also nur geringe Fehler 
bei der Bestimmung von Himochromogen. Bei gleicher Menge 
Koproporphyrin fallt der Wert um 3,8°/, zu tief aus, also in 
die Fehlergrenzen. Die «-Werte fiir Himochromogen bei A 568 
und 2550 dagegen sind sehr verschieden, so dab A J, bei An- 
wesenheit von Himin zur Gehaltsbestimmung ausfillt, A, 
fallt auch aus, weil die Maxima II des Hiimochromogens 4 526 
und III des Koproporphyrins 4 532 teilweise zusammenfallen. 
Einwandfrei ist in diesem Fall nur A/,, weil die Extinktions- 
kurve fiir Himochromogen zwischen 4 622 und 4 605 an- 
nihernd wagrecht verliuft. 


Die folgende Tabelle zeigt, daB die Additivitat der beiden 
Spektren tatsiichlich genau erfillt ist. 
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Tabelle X, 
Extinktionswerte eines Gemisches von Hamin und Koproporphyrin 
Himin c = 0,00000167, Koproporphyrin ce = 0,000005. 





























i : = Fir Hiimin Fiir Kopro- . 
ber. porphyrin ber. 

680 0,004 0,004 0,001 0,003 
640 0,008 0,009 0,002 0,007 
622 0,037 0,035 0,002 0,033 
605 0,011 0,012 0,002 0,010 
588 0,021 0,020 0,003 0,017 
068 0,075 0,069 0,017 0,052 
562 0,090 = - = 
557 0,110 0,105 0,082 0,023 
542 0,060 0,055 0,025 0,030 
532 0,106 ies at O,070 
526 0,097 “ 0,042 _ 
518 0,068 0,060 0,029 0,031 
500 0,121 0,122 0,025 0,097 " 
484 0,075 0,068 0,030 0,038 
463 0,046 0,049 0,025 0 U2z4 

070» a 

O72 

008s \ 

\ 
Ws 
€ 004 
680 - 6¥0 600 $60 $20 “ao 
A 
Fig. 5 


Errechnet man riickwarts die Konzentration von Himin, 
so findet man c = 0,000001 445, beriicksichtigt man den Fehler, 
der durch die 3 mal so groBe Konzentration von Koproporphyrin 
entsteht, 3,8 x 3 = 11,4°/, Fehler, so findet man als Himin- 
konzentration c = 0,000001 61. 

Die Konzentration von Koproporphyrin errechnet sich mit 
AF, zu c = 0,000005 66. 

Wie schon aus dieser Messung hervorgeht, muB8 mit Me’- 
fehlern yon mindestens 10°/, gerechnet werden. Die Gena uig- 
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keit hingt auch sehr von der Schulung des Auges und sub- 
jektiver Disponierung ab. 

Es war noch der Beweis zu erbringen, ob Wassergehalt 
des Pyridins die Messung stért oder nicht, da die Hefe ja in 
feuchtem Zustand zur Untersuchung kam, 


Tabelle XI. 
Extinktionskoeffizienten eimer Hiimochromogenlésung, die 10°), Wasser 
enthilt. c = 0,000003 33. 

















1 Tee 10°/, H,O-haltiges Reines Pyridiu 
Pyridin get. get. 
605 0,004 0,008 0,003 
557 0,164 0,163 0,164 
542 0,049 0,047 0,046 
526 0,084 0 080 0,083 
500 0,049 0,048 0,048 


Wie man sieht, wird die Messung in keiner Weise be- 
eintrichtigt. Dasselbe gilt fiir Koproporphyrin. 


Tabelle XIL. 
Extinktionskoeffizieaten einer Koproporphyrinlésung, die 10°/, Wasser 
enthalt. e¢ = 0,000006 67. 














A Ber. Get. 
622 0,044 0,045 
605 0,013 0,015 
568 0,069 0,071 
550 0,025 0,027 
582 0,094 0,092 
518 0,041 0,040 
498 0,129 0,122 


Bestimmung der Konzentrationen von Hamin und Kopro- 
porphyrin in Hefe, 

Pyridinextrakte normaler Bierhefen zeigen etwa folgende 
Extinktionskurven: I, II, die nach einigem Stehen und nach 
Verschwinden des Himochromogenstreifens in La und ILa iiber- 
gehen. 
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Die Gesamtabsorption besteht also aus einer von Zufallig- 
keiten, Art der Wiirze, Alter, WaschprozeB usw. abhingigen 


O72, 














Fig. 6. 
la nach 2 Stunden. IIa nach 24 Stunden. 


,Grundabsorption“, die den Farbstoffen des Nahrbodens wohl 
zum Teil zukommt, denn sie lat sich durch griindliches 
Waschen verringern, und der dem Himin zukommenden Ab- 


sorption (s. Fig, 9). 














Fig. 7. 


Nach einiger Zeit ist das Spektrum verschwunden, man 
beobachtet nur mehr die Grundabsorption, deren Extinktions- 
kurve im MeBbereich des Himochromogens fast stets nur ein 
schwaches Ansteigen nach Violett zeigt.1) Die Voraussetzung 
zur Anwendung der Methode der Extinktionsdifferenz ist also 
gegeben. 

Die Ergebnisse lassen sich kontrollieren durch Zusatz der 
gemessenen Menge Hiimin (in wenig Pyridin) zu dem gealterten 
Pyridinhefeextrakt. Die Extinktionskurve erhilt Parallelverlauf 
zur urspriinglichen Kurve. Nach erneutem Altern laBt sich 
das Resultat nochmals erzielen durch neuen Himinzusatz. 





') Fiir die Neigung dieser Grundabsorptionskurve zur Abszisse bzw. 
die Differenz der Extinktionskoeffizienten der Grundabsorption an den 
MeBstellen 557 und 542 lieBe sich noch eine graphisch zu ermittelnde 
Korrektur einfihren. 











Se 
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Es sei bemerkt, daB Hydrazinzusatz in keinem Fall eine stiir- 
kere Ausbildung der Maxima zur Folge hatte. 

Man sieht, daB die Grundabsorption stetig zunimmt, aber 
in sehr wechselndem Betrag. Diese Erscheinung ist stets zu 
beobachten. 








C00 ~ S60 520 


Fig. 8. 


I Hefeextrakt. 5,1 mg Himin im kg Hefe. (Nach 3Stunden erst geringe Abnahme.) 
Ia die Extinktionskurve nach 16 Stunden. 


if nach Zusatz von 0,0133 mg Hamin in 0,564 cem Pyridin, wiedergefunden 0,0417 mg 

(4,86 mg/kg). 

Damit diirfte die Brauchbarkeit der Methode bei vor- 
sichtiger Wertung der Resultate gezeigt sein und es konute 
seit einem Jahre die Kontrolle der Hefekulturen durchgefiihrt 
werden. Ab und zu kamen Hefen zur Untersuchung, die sehr 
stark gefiirbte Extrakte lieferten, mit starkem Anstieg der 
Extinktionskurve nach Violett. Bei diesen waren natiirlich 


die Messungen recht unsicher, die Werte lagen sicher viel zu 
niedrig, 


Ausfiihrung einer Haminbestimmung. 


10 g gut trocken gesaugte Hefe wurden mit 70 ccm eis- 
kaltem (wegen der Lésungswirme mit Wasser), wie oben an- 
gegeben vorbehandeltem Pyridin iibergossen, durch Zerdriicken 
vollig suspendiert und zweimal durch Barytfilter abgesaugt, 
Zeitdauer meist 5—7 Minuten, bei schleimiger Beschaffenheit 
der Hefe linger. Die Lésung, welche jetzt Zimmertemperatur 
hatte, wurde am Gitterspektroskop rasch gemessen und kam 
dann zur spektrophotometrischen Untersuchung, wobei erst bei 
42 557 uu und 2 542 wu gemessen wurde. Gesamtzeit der Mes- 
sung 20—25 Minuten, einschlieBlich Vorbereitung. Nach 30 Mi- 
nuten machte sich gewéhnlich ein spektrophotometrisch wahr- 
nehmbares Abblassen des Streifens bei 2 557 uu bemerkbar. 
Meist war nach 2—3 Stunden das Spektrum verschwunden, es 
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hielt sich hiufig jedoch linger. Das Pyridin wurde im Vakuum 
abdestilliert, der Riickstand durch Herrn Hilmer auf Kopro- 


porphyrin verarbeitet. 








600 502 520 


Fig. 9, 
I Lowenbriuhete. 
II dieselbe mit viel Wasser gewaschen. 
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Fig. 11. 


Der Streifen bei 4 584 uu ist besonders stark. 


Hamingehalt 1,4 mg. 


O12 


008 
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Fig, 12. 


Haimingehalt 1,6 mg, Koproporphyringehalt 6 mg. 





? 
O2 = ” 
O18 5 mw 
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Fig. 10. 
I Hamingehalt 1,6 mg (pro kg Hefe) 
Il y» 6,1 ME (5, 95 » ) 
lil 99 2,8 mg ( 9? ” ? ) 
Bei Il und III dirfte der Gehalt noch 
betrachtlich héher sein, da die Grund- % 
absorption sebr stark ist und nach 
Violett stark ansteigt. 
Die drei Extrakte zeigen bei 4 584 wu 
ein breites verwaschenes Band. 
500 + $20. ~—~—~*«CSO”D 
= 





Fig. 13. 
Lowenbriubhefe, Das Band bei 4 534 fehlt vollkommen, Himingehalt 5,1 mg kg. 
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Das abdestillierte Pyridin wurde mit Chromtrioxyd und 
Kali behandelt und konnte wieder verwendet werden. 

Oit war eine schwache, unscharf begrenzte Beschattung 
bei 4 592—572 uu zu messen, deren Intensitiit jedoch in keiner 
Beziehung zum Himingehalt stand, und die das Spektrum 
noch mehr komplizierte (Cytochrom?), ohne jedoch die Himin- 
bestimmung zu beeintrichtigen. Siehe die vorhergehendeu 
Extinktionskurven gemessener Hefen aut S. 90. 





') Anson u. Mirsky, J. of Physiol. Bd. 60, S. 166 (1925). 








Zur Frage der direkten Saccharosegarung. 
Von 


Reinhold Cohn. 





(Aus dem Institut fir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen Universitat 
zu Jerusalem, Direktor A. Fodor,) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. April 1927.) 


Durch Emil Fischer war die Anschauung begriindet 
worden, da Disaccharide durch Zymase nicht angreifbar sind, 
sondern fiir deren Wirksamkeit durch spezifische Fermente 
hydrolysiert werden miissen. 

Aus bestimmten Erwigungen iiber die Kinetik der Mal- 
tosespaltung und Maltosevergirung diskutierten Euler und 
Lundeqvist?) die Méglichkeit, daB dieser Zucker der direkten 
Vergirung durch Hefe ohne voraufgehende Hydrolyse unter- 
liegen kénnte, lehnten aber selbst diese SchluBfolgerung ab. 

Willstitter und Steibelt?) fiihrten eine Methode zur 
Bestimmung des Maltasegehaltes der Hefe ein, die auf 
schneller Tétung der Zellen und Verfliissigung des Zell- 
inhalts beruht; hierbei soll unter geeigneten Kautelen alle 
Maltase nicht nur erhalten, sondern auch in Freiheit gesetzt 
werden. Auf dieser Bestimmungsmethode fuBend finden sie’), 
daB in maltasearmen Hefen die .,Halbspaltungszeit* gréBer ist 
als die .,Halbgiirzeit“ und schlieBen hieraus biindig auf direkte 
Vergirung der Maltose durch die Hefe. Nachdem hauptsich- 
lich Euler und Josephson‘) dieser Auffassung entgegen- 


‘) Diese Zs. Bd. 72, S. 97. 

®) Diese Zs. Bd. 111, S. 157. 
8) Diese Zs. Bd. 115, S. 211. 
‘) Diese Zs. Bd. 120, S. 42. 
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getreten waren, wurde sie letztens von Willstitter und Ba- 
mann!) erneut aufgenommen, diesmal unter veriinderten Ver- 
suchsbedingungen, nimlich unter Wahl einer fiir die Wirkung 
der Maltase ungiinstigen Wasserstoffionenkonzentration. 

Die an der Maltose gewonnenen Erfahrungen und An- 
schauungen wurden von Willstatter und Lowry jr.’) auf 
den Rohrzucker iibertragen. Unter normalen Bedingungen ist 
die Hefe hinreichend saccharasereich, um in kurzer Zeit einen 
groBen Teil des dargebotenen Rohrzuckers zu hydrolysieren, 
so daB der Zymase jedenfalls stets ausreichende Mengen an 
Glucose und Fructose zur Verfiigung steht. Durch bestimmte 
Vorbehandlung la8t sich indessen eine starke Herabminderung 
der Inversionsfihigkeit erzielen, wihrend gleichzeitig das Gir- 
vermoégen nicht oder wenig geschwiicht wird. Die Saccharase- 
bestimmung geschah entsprechend der Maltasebestimmung. 
Die Ergebnisse sind folgendermaBen zusammerzufassen: wih- 
rend in normaler Hefe die mittels der Willstitterschen Methode 
der schnellen Zellzerstérung gemessene Halbspaltungszeit der 
Saccharase gegeniiber der an der lebenden Zelle konstatierten 
Halbgirzeit auBerordentlich klein ist, sind nach der geeigneten 
Vorbehandlung der Hefe diese beiden Werte nicht nur von 
der gleichen GréBenordnung, sondern es liBt sich erreichen, 
daB die Halbspaltungszeit gréBer wird als die Halbgirzeit. 
Hieraus wird der SchluB gezogen, daB die Zymase der Hefe 
auch ohne Mithilfe der Saccharase das Rohrzuckermolekiil 
anzugreifen imstande ist; die Frage nach der direkten Vergiir- 
barkeit der Disaccharide wird also abermals bejaht. 

Willstatter und Bamann’) weisen darauf hin, daB sich 
die nach der erwiahnten Saccharasebestimmungsmethode ge- 
wonnenen Werte doch nicht bedingungslos auf girende Li- 
sungen itibertragen lassen, denn bei dieser Methode bleiben 
die Spaltprodukte im Reaktionssystem und bewirken eine 
Hemmung der Saccharase (wodurch eine griéBere Halbspal- 
tungszeit erreicht wird), wihrend sie in der giirenden Lisung 





1) Diese Zs. Bd. 152, S. 202. 
*) Diese Zs. Bd. 150, S. 287. 
*) a. a. O., und zwar S. 207. 
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dauernd fortgeschafft werden und der Saccharase so ein un- 
gehemmtes Arbeiten erméglichen. Sie halten diese Fest- 
stellung aber nicht fiir weitgehend genug, um die Schlubfolge- 
rungen von Willstatter und Lowry in Frage zu stellen. 

Zu der hier vorliegenden Arbeit fiihrte vor allem die 
Uberlegung, daB es grundsitzlich unmdglich sei, aus der post 
mortem aus der Zelle abgelésten AktivitiitseréBe eines Fer- 
mentes auf seine Leistungsfahigkeit in der lebenden Zelle 
zuriickzuschlieBen. Viele Beobachtungen') zeigen, dab die 
Aktivitiitsgré6Be eines Fermentes nicht einfach in Beziehung 
zu seiner ,,Menge“ steht; vielmehr ist sie in hohem Mafe davon 
abhiingig, an welchen Triiger die fiir sich allem nicht existenz- 
fihige eigentlich fermentwirksame Gruppe, fiir die von Fodor 
der Name zymohaptische Substanz eingefiihrt wurde, jeweils 
verankert ist. Diese Abhiingigkeit vom Triger besteht ganz 
ohne Zusammenhang mit einer etwaigen Veriinderung des 
Kolloidzustandes. Beweisen die Arbeiten von Fodor und Mit- 
arbeitern diese Erscheinung schon fiir Fermentsysteme, die in 
sich homogen sind, d.h. von der Zeile abgelést und nur von 
verschiedenen Traigern auf andere iibertragen wurden, so 
wurden die Verhiltnisse in dem Augenblick, wo man die 
Wirksamkeit des gleichen Fermentes in vivo seiner Tatigkeit 
post mortem gegeniiberstellt, durchaus inkommensurabel. Die 
Projizierung der aus der Willstatterschen Saccharasebestim- 
mungsmethode gewonnenen Werte auf die Girung des Robr- 
zuckers erscheint daher willkiirlich; es muBten andere Wege 
eesucht werden, um die Frage zu priifen, ob durch die von 
Willstaitter und Lowry vorgenommene Vorbehandlung der 
Hefe die Saccharase weitergehend ausgeschaltet wird, als es 
dem Betrag der beobachteten Girleistung entspricht, oder ob 
nicht vielmehr diese durch die Leistungsfihigkeit der ge- 
schwiichten Saccharase limitiert wird. 

Ks wurde zu diesem Zwecke zunichst der Weg gewihlt, 
die Vergiirungsgeschwindigkeiten von Rohrzucker einerseits 
und einem molekularen Gemisch von Glucose und Fructose 





) Vgl. dariiber Fodor u. Epstein, Diese Zs., zur Zeit im Druck. 
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andererseits zu vergleichen. Da8 in einem solchen Gemisch 
die beiden Monosen nicht gleich schnell vergiren, geht aus 
friheren Befunden von Willstitter hervor; indessen spielt 
das fiir die hier behandelte Fragestellung keine Rolle, denn 
es zeigte sich, daf bei normaler Hefe kein groBer Unterschied 
in der Vergirung der Saccharose und des Hexosengemisches 
bestand. Im ailgemeinen wurde gefunden, da® Saccharose be- 
sonders zu Anfang schneller vergoren wurde; nach einiger Zeit 
stellen sich die Zeitumsatzkurven parallel oder annaihernd 
parallel. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen von 
Slator..) Es muf8 aber besonders darauf hingewiesen werden, 
daB sich im Laufe der weiter unten mitgeteilten Versuche 
herausstellte, daB unter Umstinden das entgegengesetzte Ver- 
halten Platz greifen kann. Insbesondere bei alternden PreBhefen, 
deren Girfaihigkeit an sich noch intakt war, war das Hexosen- 
gemisch von deutlicher Uberlegenheit gegeniiber der Saccha- 
rose; so geht zB. aus Tab. 22 hervor, daB nicht nur die 
Angirung der Hexosen schneller verlief, sondern die relative 
Differenz annahernd konstant wihrend der weiteren Girung 
10°/, betrug, um welchen Betrag die Hexosen stindig der 
Saccharose iiberlegen waren. Auch bei Trockenunterhefe, 
deren Girfaihigkeit durch besondere Fihrung heraufgesetzt 
worden war, zeigte sich das gleiche Verhalten. 

Geht man von der Anschauung aus, da die Zymase das 
Rohrzuckermolekiil direkt angreift, so wird man annehmen 
miissen, daB hei einer auf die Saccharase stark, auf die Zy- 
mase wenig wirkenden Vorbehandlung der Hefe sich das Ver- 
haltnis der Vergirungsgeschwindigkeiten von Rohrzucker und 
von den Hexosen nicht verschieben wird. Ist die Zymase in- 
dessen auf die Bereitstellung der Hydrolysenprodukte an- 
gewiesen, so wird es nicht mehr, wie bei normaler Hefe, die 
Zymase, sondern die Saccharase sein, die durch ihre gerin- 
gere Aktivitat die Gesamtgeschwindigkeit limitiert. Wird unter 
solchen Bedingungen der Zymase ein Substrat dargeboten, das 





) Jl. of the Chem. Soc. Bd. 89, S. 128, zitiert nach Oppenheimer, 
Die Fermente, 5. Aufl.. S. 1421. 
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von der Tiatigkeit der Saccharase unabhingig ist, also etwa 
das Hexosengemisch, so wird dessen Girung schneller ver- 
laufen als diejenige der Saccharose, vorausgesetzt natiirlich, 
daB die Saccharase tatsichlich weitergehend inaktiviert wurde 
als die Zymase. Diese Erwartung hat sich in vollem Umfang 
erfiillt. In allen Fallen, gleichgiiltig, ob die unbehandelte Hefe 
auf Rohrzucker oder auf die Monosen schneller einwirkte, 
sank nach der Vorbehandlung die Zeitumsatzkurve des Rohr- 
zuckers deutlich unter diejenige der Hexosen; die relative 
Differenz erreichte Werte bis zu 75°/, der héheren Kurve 
(vgl. Tab. 20). Somit muSte angenommen werden, daB die 
Zymase ihre wahre Aktivitit nach der Vorbehandlung nur 
bei Darreichung von Hexosen entwickeln kann, wihrend sie 
bei Saccharose als Giarsubstrat nicht schneller wirken kann, 
als ihr die geschwiichte Saccharase Material liefert. Aus 
diesem Grunde beruhen die Angaben von Willstiitter und 
Lowry iiber die Halbgirzeit der Hefe nach ihrer Vorbehand- 
lung auf einem Irrtum, denn sie sind auf die Verwendung von 
Rohrzucker als Substrat gestiitzt. 

Aus der Anschauung, daB es die Saccharase ist, die die 
Geschwindigkeit des Gesamtvorganges limitiert, ergibt sich 
eine weitere Forderung, die hier verifiziert wurde: daB sich bei 
der Girung des Rohrzuckers mit vorbehandelter Hefe kein Vorrat 
an Hexosen anhiiuft, wie es bei nicht vorbehandelter Hefe der 
Fall ist. Wie die Tab. 21 und 24 zeigen, kann diese Forde- 
rung fiir das Anfangsstadium der Girung als erfillt angesehen 
werden. Da8 geringe Mengen reduzierender Kérper auch dann 
nachzuweisen sind, lift sich zwanglos dadurch erkliren, dah 
die girfahigen Zucker mit endlicher Geschwindigkeit in das 
Zellinnere diffundieren und deswegen stets zum Teil noch 
auBerhalb nachweisbar sein werden. 

Wenn diese beiden Erscheinungen nur erst als Indizien 
fiir die Annahme angesehen werden kénnen, daB die Limitie- 
rung der Girgeschwindigkeit durch die Saccharase erfolgt, so 
wird der Beweis schliissig durch den in T'ab. i8 aufgefiihrten 
Versuch. Wurde nimlich dem mit vorbehandelter Hefe 
giirenden Rohrzucker ein Saccharasepriiparat zugesetzt, so ging 
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die Girgeschwindigkeit stark in die Héhe. Wiederum war 
sie ohne Ersatz der geschwiichten Saccharase durch diese 
limitiert worden, wihrend sich bei ihrem Ersatz durch das 
Priiparat die Zymase im ,Minimum* befand. 

Aus allen unten aufgefiihrten Versuchen geht hervor, dab 
die groBen relativen Differenzen zwischen dem Umsatz an 
tohrzucker und an Hexosen durch die vorbehandelte Hefe ge- 
rade im Anfangsstadium auftreten; spiiter werden die absoluten 
Differenzen mehr und mehr konstant, die relativen infolge- 
dessen dauernd kleiner, die Kurven richten sich allmiahlich 
parallel. Fiir die Anhiufung der Hexosenreserve gilt ent- 
sprechendes: nur im Anfang fehlt sie; gleichzeitig mit dem 
Parallelrichten der Kurven wachst der Vorrat an reduzierenden 
Zuckern, Man hat in diesen Erscheinungen Indizien fiir die 
Regeneration der Saccharase in Hinden. Diese Regeneration 
wurde fiir die lebende Zelle schon von Willstitter und 
Lowry konstatiert.1) Aus den Befunden von Fodor und Ep- 
stein?) geht hervor, daB sich diese Regeneration auch auBer- 
halb der Zelle, in Mazerationssiiften, nachweisen liBt; beson- 
ders wurde fiir das Anfangsstadium der Inversion auf die 
autokatalytische Form der Zeitumsatzkurve verwiesen, die sich 
weit von der fiir die Saccharase sonst postulierten monomole- 
kularen Form entfernt. Es ist anzunehmen, daB in vivo der 
Vorgang der Regeneration sich weit stiirker abspielt, sowohl 
durch Nachbildung-der zymolabilen Form, wie sie von Fodor 
angenommen wird, wie auch durch effektive vitale Neu- 
bildung. 

Die aufgefiihrten Befunde lassen in ihrer Gesamtheit den 
Schlu8 zu, daB kein Grund zur Annahme einer direkten Rohr- 
zuckergiirung besteht, sondern dai vielmehr an der von Emil 
Fischer vertretenen Auffassung der notwendigerweise voraut- 
gchenden Hydrolyse festgehalten werden kann. 

Ks wurde oben darauf hingewiesen, dab normalerweise 
d. h. von nicht vorbehandelter Hefe Rohrzucker etwas schneller 
vergoren wird als das Hexosengemisch, wiihrend unter Um- 





1) a. a. O., S. 289, 293, 296. 
2) a. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemfe. CLUXVII1. 
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stiinden das Gegenteil der Fall sein kann. Sucht man 
hierfiir nach einer Erklarung, so wird man einen Fragen- 
komplex heranziehen miissen, dessen Bedeutung fiir die Ge- 
samtheit der Girungsvorgiinge erst allmahlich gewiirdigt wird: 
die strukturelle Umwandlung der Hexosen in eine Form, die 
offenbar als einzige biologischen Eingriffen zuginglich ist. 
Diese Form wurde von Neuberg und Kobel?) ,,alloiomorph“ 
genannt, von Oppenheimer’) zu ,,am-Zucker“ abgekiirzt. 
Wenn konsequenterweise angenommen werden muB, daf allen 
Fermentreaktionen an Zuckern die Bildung der am-Form vor- 
autzugehen hat, so wiirde sowohl die Saccharase wie die Zy- 
mase eine Komponente besitzen miissen, die diese Umwand- 
lung zuwege bringt; als Bestandteile verschiedener Fermente 
kénnen diese Komponenten verschiedene Kinetik besitzen. 
Offenbar arbeitet die Umwandlungskomponente der Saccharase 
normalerweise schneller als diejenige der Zymase, weshalb aus 
Rohrzucker schneller am-Glucose und am-Fructose gebildet 
wird als aus «,$-Glucose und «,f-Fructose. Schidigende Ein- 
tliisse des Alterns mégen auf die Umwandlungskomponente der 
Saccharase dahin wirken, daB sie langsamer arbeitet als die- 
jenige der Zymase, weshalb nunmehr die Bildung der am- 
Formen leichter aus den «,8-Hexosen als aus Rohrzucker erfolgt. 

Ob die hier geschilderten Erscheinungen nach Vorbehand- 
lung der Hefe mit Schwefelsiiure oder Natronlauge nicht viel- 
leicht auch gerade in einer Kinwirkung auf das Umwand- 
lungsvermégen in die am-Hexosen bestehen, muB8 vollig offen 
gelassen werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden mit Ober- und Unterhefe verschie- 
dener Provenienz vorgenommen, die bei den einzelnen Ver- 
suchen angegeben wird. 

Die Messung der Kohlensiiure geschah in der von Fodor 
und R. Cohn’) angegebenen Apparatur. 


1) Zs. angew. Chem. Bd. 38, S. 761. 
2) Die Fermente, 8. 1427. 
*) Diese Zs., Bd. 165, S. 295 (1927). 





ee 


Zur Frage der direkten Saccharosegirung. 99 


Die Gérungen wurden im elektrisch geheizten Wasser- 
thermostaten bei 30° C durchgefiihrt. 


A. Vorversuch. 


a) Normale Hefe vergirt Saccharose schneller als Invert- 
zucker. 

Ansatz 41. 20 g Saccharose, durch Kochen mit 15,5 ccm 
n/1-H,SO, invertiert, dann mit NH, neutralisiert. 10g Hefe, 
mit Phosphat auf p,,= 5,8 gepuitert, Wasser ad 100 ccm. 

Ansatz 42. 20g Saccharose, 10 g Hefe, 1,03 g Ammo- 
niumsulfat (entsprechend der in Nr. 41 neutralisierten Menge 
H,SO,), Phosphatpufferung auf p,, = 5,8, Wasser ad 100 ccm 


(Tab. 1). 


Tabelle 1. 





or seem CO, of: Ditlerenz in Prozent 
4] | 49 Differenz| der gréBeren Menge 
30 dd 70 15 21,4 
60 135 165 30 18,2 
90 295 340 45 13,2 
120 459 500 50 10 
150 630 | 680 50 7,4 
180 785 850 65 7,6 
210 980 1060 80 7,9 








Nachdem die Saccharose schneller angairt und in den 
ersten 1'/, Stunden prozentual ziemlich erhebliche Mehr- 
umsiitze ergibt, laufen die Umsatzkurven spiter annihernd 
parallel. Die Werte nach lingeren Zeiten als 3'/, Stunden 
sind hier nicht mehr mitgeteilt, da sie vdéllig parallel gehen. 

b) Wenn statt invertierten Rohrzuckers ein molekulares 
Gemisch von Glucose und Fructose verwandt wird, so bleiben 
die Verhiltnisse die gleichen. 

Ansatz 43. Glucose 10,6 g, Fructose 10,6 g, Ammonium- 
sulfat 0,5 g, Hefe 5 g, Phosphatpufferung auf p,, = 5,8, Wasser 
ad 100 ccm. 

Ansatz 44. Saccharose 20 g, sonst wie Nr. 43 (Tab. 2). 


yf 
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Tabelle 2. 











ial eem CO, _|  Differenz in Prozent 
43 | 44 | Differenz der gréBeren Menge 
30 5 | 10 5 50 
60 45 | 55 10 18,2 
90 160 189 20 11,1 
120 325 | 340 | 15 4,4 
150 485 |. 500 15 3,0 
180 725 740 15 2,0 
210 955 | 970 15 1,5 








Auch hier ist zu beobachten, daB die Hefe in der Saccha- 
roselisung etwas schneller zu arbeiten beginnt als in der 
Lésung der Monosen. Nach einiger Zeit stellen sich die 
Kurven indessen vollig parallel ein, d.h. die absolute Diffe- 
renz zwischen den Werten bleibt konstant, die relative wird 
schnell geringer. 

c) Hefe nach Vorbehandlung mit Siure. 

14 ¢ Hefe werden 1 Stunde mit n/3 = H,SO, behandelt, 
abgesaugt und auf dem Filter gewaschen. 

Ansatz 45. Glucose 10,6 g, Fructose 10,6 g, Ammonium- 
sulfat 0,5 g, Phosphatputlerung auf p,,= 5,8, Hefe 7 g, Wasser 
ad 120 ccm. 

Ansatz 46. Saccharose 20 g, sonst wie Nr. 45 (Tab. 3). 


Tabelle 3. 











eem CO, Differenz in Prozent 











ashing 45 | 46 | Differenz der gréBeren Menge 
30 1 5 10 66,6 
60 145 105 40 27,6 
75 245 | 190 D5 22,4 
90 360 | 290 70 19,4 
105 465 | 385 | 80 17,2 
120 565 | «485 = 80 14,2 
135 680 | 595 | 85 12, 


Nach deutlicher Verzégerung der Saccharoseangirung 
gegeniiber der Angérung der Monosen fangen nach 1'/, Stunden 
die Zeitumsatzkurven an, sich annihernd parallel einzustellen: 
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die absoluten Differenzen vergréBern sich nicht mehr wesent- 
lich, die relativen werden schnell kleiner. 

Die Gegeniiberstellung dieser Vorversuche zeigt bereits 
deutlich, daB durch die Vorbehandlung der Hefe mit Schwefel- 
siure das Verhiltnis der Anfangsgirgeschwindigkeiten von 
Saccharose und von dem molekularen Gemisch von Glucose 
und Fructose vdéllig verschoben wird. Wihrend unter nor- 
malen Verhiltnissen Saccharose schneller angirt, bleibt ihre 
Anfangsgeschwindigkeit unter anormalen Verhaltnissen hinter 
derjenigen der Monosen zuriick. 


B. Exakte Vergleichung der Umsatzzahlen von normaler und 
vorbehandelter Hefe. 


Um Zahlen zu gewinnen, die untereinander vergleichbar 
sind, wurden gleichzeitig vier Ansitze gemacht: gleiche Mengen 
normaler und mit Siéure vorbehandelter Hefe wurden zur 
Kinwirkung einerseits auf Saccharose, andererseits auf das 
molekulare Gemisch der Monosen gebracht. Die Vorbehand- 
lung bestand in Aufschwimmung der Hefe in der zehnfachen 
Menge n/2-H,SO, wihrend 1 Stunde; danach wurde abgesaugt, 
gewaschen und iiber Nacht im Kisschrank aufbewahrt. Die 
in Tab. 4 angegebenen CO,-Zahlen sind nicht die im Versuch 
abgelesenen, sondern aus diesen aut 1g Hefetrockensubstanz 
berechnet. 

Ansatz 47. Glucose 10,6g, Fructose 10,6 ¢g, Ammonium- 
sulfat 0,5g, m/15-Phosphatpufferung auf p,, = 5,8, 4 g vor- 
behandelte Hefe mit 1,74 g Trockensubstanz, Wasser ad 100 ccm. 

Ansatz 48. Saccharose 20g, sonst wie Nr.47 (Tab. 4). 


Tabelle 4. 














cem CO, pro 1 g Trockensubstanz Differenz 
Minuten in °/, 
47 | 48 Differenz | d. gr. Menge 
30 2,9 | 1 1,9 65,5 
60 10 | 7 8 30,0 
90 31,6 | 27 4,6 14,6 
120 71 74,5 | 2.5 3.2 
150 122 119 | 3 2.5 
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Ansatz 49. Wie Nr. 47, 4g normale Hefe mit 1,24 ¢ 
Trockensubstanz. 
Ansatz 50. Wie Nr. 49, jedoch Saccharose (Tab. 5). 


Tabelle 5. 

















ecm CO, pro 1g Trockensubstanz Differenz 
Minuten 7 ~~), 
49 50 Differenz d. gr. Menge 
30 8 | 2 | 2. 60,0 
60 76,5 | 109 | 32,5 29,8 
90 193 | 214 | 2k 9,8 
120 334 | 350 | 16 4,6 
150 467 | 415 | 8 1,7 








Die Auswertung dieser Zahlen bestitigt das schon im 
Vorversuch gewonnene Bild: Wihrend die normale Hefe zu 
Anfang eine starke relative Differenz zugunsten des Rohr- 
zuckers aufweist (Tab. 5), findet sich bei vorbehandelter eine 
noch stirkere zugunsten der Monosen (Tab. 4). Bemerkens- 
wert ist die starke Herabsetzung der Giirkraift in der vor- 
behandelten Hefe. 


C. Wechsel in der Vorbehandlung und der Heferasse. 


Durch die Vorbehandlung der Hefe mit Siiure oder Lauge 
wird sowohl die Saccharase wie das Zymasesystem angegriffen. 
Ks hingt von der Art der Vorbehandlung, d.h. von Konzen- 
tration und Einwirkungsdauer der Schwefelsiiure oder Natron- 
lauge, aber auch weitestgehend von der Heferasse selbst ab, 
welches der beiden Fermente stiirker in Mitleidenschaft ge- 
zogen wird. Die hier gewihlte Versuchsanordnung laBt eine 
Entscheidung dariiber jeweils zu. Linerseits l&iBt sich die 
Schwiichung des Zymasesystems aus den Kohlendioxydwerten 
direkt ablesen, andererseits zeigt der eintretende bzw. nicht 
eintretende Wechsel im Verhiltnis der Girungsgeschwindig- 
keiten der Saccharose und des Monosengemisches an, ob die 
Saccharase in dem Grade geschwiicht wurde, da sie hinter 
der Zymase zuriickbleibt. 
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a) Die Vorbehandlung der Hefe geschah durch 1}/,stiin- 
dige Digestion mit n/10-H,SO,. 

Ansatz 638. Glucose 5,3 g, Fructose 5,3 g) Ammonium- 
sulfat 0,5 g, m/15-Phosphatpufferung p,, = 5,8, vorbehandelte 
Hefe, 4 g = 1,04 g Trockensubstanz, Wasser ad 100 ccm. 

Ansatz 64. Saccharose 10 g, sonst wie Nr. 63 (Tab. 6) 

Ansatz 65. Wie Nr. 63, Hefe nicht vorbehandelt, 4g = 
1,21 g Trockensubstanz. 

Ansatz 66. Wie Nr. 64, Hefe nicht vorbehandelt (Tab. 7). 


Tabelle 6. 


r 
v, 
d, 














ecm CO, pro 1g Trockensubst. Differenz in | 
Minuten , ° 
63 | 64 | Differenz der gréBeren Menge 
30 96 | 96 0 0 
50 48 48 0 0 
60 T7 17 0 0 
75 185 135 0 0 
90 197 197 0 0 
120 325 | $25 0 0 
165 520 | 542 22 4,1 
185 610 643 $3 5,1 
Tabelle 7. 
eem CO, pro 1g Trockensubst. Differenz in °/. 
Minuten ' | 
65 | 66 Differenz der griéBeren Menge 
30 12,4 16 3,6 22,9 
50 58 7% 15 20,6 
60 91 107 16 14,9 
75 148 170 22 12,9 
90 210 235 25 10,6 
120 330 370 40 10,8 
165 515 558 43 7,7 
185 595 652 17 8,7 








Wenn in den Ansiitzen 63—64 iiberhaupt eine Schwiichung 
der Saccharase stattfand, so war sie jedenfalls so unbedeu- 
tend, daB fiir die Arbeit der Zymase jederzeit geniigend 
fermentativ hydrolysierte Saccharose zur Verfiigung stand; die 
Girungskurve der Saccharose bleibt daher derjenigen der 
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Monosen iiberlegen. Die Zymase selbst ist leicht angegriffen, 
was sich in der ersten Angirung bemerkbar macht; spiter 
gleichen sich die Kohlensiurezahlen mehr und mehr aus. 

b) Die Hefe wird 1 Stunde mit n/5-H,SO, vorbehandelt. 

Ansatz 55. Glucose 10,6 g, Fructose 10,6 g) Ammonium- 
sulfat 0,5 g, m/15-Phosphatpufferung auf p,, = 5,8, vorbehan- 
delte Hefe 4 g mit 1,69 ¢ Trockensubstanz, Wasser ad 100 ccm. 

Ansatz 56. Saccharose 20g, sonst wie Nr. 55 (Tab. 8). 

Ansatz 57. Wie Nr. 55, nicht vorbehandelte Hefe 10 g = 
3,34 g Trockensubstanz. 

Ansatz 58. Wie Nr. 56, nicht vorbehandelte Hefe 10g = 
3,34 g Trockensubstanz (Tab. 9). 

















Tabelle 8. 
Mine ee ne 
55 2606 |)~S ib sd|:séODifferenz der gréBeren Menge 
30 6 6 0 0 
45 12 12 | 0 0 
60 26,5 23. | 3,5 13,2 
90 77 63 9 11,7 
120 145 127 | 15 10,3 
150 218 | 204 | 14 6,4 
185 3200 | 300 | ~~ 20 6,3 





Tabelle 9. 











ecm Co, pro 1g Trockensubst. Differenz in °/ 
Minuten |—— i NE ee /0 
57 | 58 | Differenz der gréberen Menge 
30 15 210 6 28,6 
45 42 52.5 10,5 20,0 
60 76,5 85,5 9 10,5 
90 162 180 18 10,0 
120 267 287 | 20 7,0 
150 378 400 | 22 5,5 
185 013 535 22 4,1 








Durch die hier vorgenommene Behandlung der Hefe wurde 
die Zymase betriichtlich geschwiicht; die Saccharaseschwichung 
ist indessen auch bereits soweit erkennbar, daB die bei der 
normalen Hefe vorhandene deutliche Uberlegenheit der Saccha- 








f 
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rosegirung itiber die Monosengirung bei der vorbehandelten 
Hefe in eine geringfiigige Uberlegenheit der Monosengiirung 
verkehrt wird. 

DaB bei weiterer Steigerung der Siurekonzentration fiir 
die Vorbehandlung die Saccharase relativ zur Zymase immer 
stirker angegriffen wird, geht aus den bereits weiter oben 
mitgeteilten Ansaitzen 47—50 hervor. Kine gréBere Anzahl 
von Versuchsreihen, auf deren Beschreibung hier verzichtet 
werden muf, tut dar, daB die optimalen Bedingungen fiir eine 
in Relation zur Herabsetzung der Zymasewirkung starke 
Schwiichung der Saccharase nicht nur mit der Heferasse, 
sondern auch mit dem Alter der Hefe stark wechseln und 
jedesmal empirisch festgelegt werden miissen. Nur einige 
Versuche seien als Beleg hierfiir noch mitgeteilt. 

c) Fir alle bisherigen Versuche war Prefhefe von 
Mauthner in Wien verwandt worden. Aus bestimmten 
Griinden ging ich voriibergehend zur Benutzung einer in 
Alexandria (Agypten) hergestellten PreBhefe iiber. Soweit mir 
bekannt ist, wird diese Hefe nach Mauthnerschem Verfahren 
fabriziert. Die Vorbehandlung wurde durch Digestion yon 
22 g Hefe in 33 ccm n/1l-H,SO, wiahrend 1 Stunde vor- 
genommen. 

Ansatz 470. A. Saccharose 10g, m/15-Phosphatpuffe- 
rung, p,, = 5,5, Hefe 6 g, Wasser ad 100 ccm. 

B. Glucose 5,3 g, Fructose 5,3 g, m/15-Phosphatpufferung 
Py = 5,5, Hefe 6 g, Wasser ad 100 ccm (Tab. 10). 

C. Wie A, 6 g vorbehandelte Hefe. 


D. Wie B, 6 g vorbehandelte Hefe (Tab. 11). 
Tabelle 10. 





Minuten centnmehGkiemaees oom OM, Ria a eile Differenz in °/, 
rN | B | Differenz der gréBeren Menge 
8 70 | 45 | 25 35,8 
60 260 | 245 | 15 5,8 
90 457 | 450 | 7 1,5 
120 674 | 665 | 9 1,3 
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Tabelle 11. 








; ecm CO, Differenz in °/ 
Minuten on bas 
O D Differenz der gréBeren Menge 
30 32 27 5 15,6 
60 145 105 2 =——s« 40 27,6 
90 255 200 5D 21,6 
120 395 320 15 19,0 








Aus den Tabellen 10 und 11 wird ein ganz veraindertes 
Bild gewonnen. Der Gesamtumsatz ist durch die Vorbehand- 
lung stark herabgedriickt worden. Die Saccharosekurve (C) 
bleibt aber der Monosenkurve (D) nicht nur iiberlegen, sondern 
die relative Differenz ist stark vergréBert worden. 

d) Bei der gleichen Hefeart wirkt eine Vorbehandlung 
mit Natronlauge in anderer Richtung. 

Ansatz 471. Die Hefe wird mit 15 Minuten lang mit 
n/d5-Natronlauge digeriert. 

A. 10g Saccharose, 6,5 g normale Hefe, m/15-Phosphat- 
pufferung p,,= 5,5, Wasser ad 100 ccm. 

B. 5,2 g¢ Glucose, 5,8 g Fructose, 6,5 g¢ normale Hefe, 
m/15-Phosphatpufferung p,, 5,5, Wasser ad 100 ccm (Tab. 12). 

C. Wie A, 6,5 g vorbehandelte Hefe. 

D. Wie B, 6,5 g vorbehandelte Hefe (Tab. 13). 


Tabelle 12. 








Minuten eem CO, Differenz in °/, 
A B | Differenz der gré8eren Menge 

30 5 fy 0 0 

60 70 55 15 21,4 
90 170 185 | 35 20,6 
120 295 237 | ~~ =—-B8 19,7 
150 415 345 70 16,9 
180 560 470 | 90 16,1 
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Tabelle 13. 











i aaae eem CO, Differenz in °/, 
Cc | D | Differenz der gréBeren Menge 

3D QO Q U 8) 

60 10 10 0 0 

90 15 20 5 25,0 
120 27 35D s 22,8 
150 40 55 15 27,3 
180 60 80 20 25,0 








Hefe, welche mit Natronlauge, auch stark verdiinnter, 
vorbehandelt wird, verliert erfahrungsgemi8 den griBten Teil 
ihrer zymatischen Wirksamkeit. Diese Erscheinung ist hier, 
wie zu erwarten, ebenfalls eingetreten. Gleichzeitig wurde 
aber die Saccharase so stark angegriffen, dab auch der ge- 
schwiichten Zymase nicht genug hydrolysiertes Girsubstrat 
zur Verfiigung stand; infolgedessen bleibt die Saccharosen- 
kurve C (Tab. 13) hinter der Monosenkurve D zuriick. 

e) An der Wiener Mauthnerhefe wurde eine auffillige 
Erscheinung beobachtet. Wihrend sie in mibig frischem Zu- 
stand mit groBer RegelmiBigkeit das gleiche Verhalten auf- 
wies, niimlich schnellere Angirung der Saccharose in nor- 
malem, schnellere Wirkung auf die Monosen in passend vor- 
behandeltem Zustand, zeigte es sich, daB sie beim Altern auch 
in unvorbehandeltem Zustand leichter auf die Monosen als 
Saccharose einwirkt. Der Einflu®8 der Vorbehandlung lieB sich 
indessen durch VergréBerung der relativen Differenz deutlich 
nachweisen. Dies Vernhalten trat so hiaufig ein, daB jede Zu- 
filligkeit ausgeschlossen ist. Ein Beispiel belegt diese Kr- 
scheinung. 

Ansatz 474. Die Hefe wird durch Digestion von 22 g in 
50 ccm 0,67 n-H,SO, vorbehandelt. Den einzelnen  Giir- 
ansitzen wird Hefekochsaft hinzugefiigt, nachdem in friiheren 
Versuchen festgestellt wurde, da8 die Zymase nach der Vor- 
behandlung eine gewisse Reaktivierung hierdurch erfaihrt. Zur 
klaren Beantwortung der hier gestellten Fragen war es 
wiinschenswert, gerade das Zymasesystem méglichst intakt zu 
lassen. Der Kochsaft wurde durch Kochen von 20¢ der 
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gleichen Hefe in 100 ccm Wasser hergestellt; nach Filtration 
wurden 125 ccm erhalten. 

A. 10g Saccharose, 6 g normale Hefe, m/15-Phosphat- 
pufferung p,, = 6,0, 20 com Kochsaft, Wasser ad 100 ccm. 

B. 5,3 g¢ Glucose, 5,38 g Fructose, sonst wie A (Tab. 14). 

C, Wie A, jedoch 6 g vorbehandelte Hefe. 

D. Wie B, jedoch 6 g vorbehandelte Hefe (Tab. 15). 


Tabelle 14. 























ecm CO, Differenz in °/ 
Minuten icin sons i saci natal ea 0 
A | B | Differenz der gréBeren Menge 
30 15 | ’ 4 les aa ee natal 
60 170 170 0 0 
90 355 370 15 4,1 
120 540 560 20 3,7 
150 730 750 20 2,7 
180 915 940 25 2.7 
Tabelle 15. 
: ecm CO, Differenz in °), 
Minuten 3 e 
C D | Differenz der gréBeren Menge 
¥ 30 | * 10 7 O 4 oO — 0? a 0 ory 
60 132 | = 157 25 15,9 
90 315 | 850 | 35 10,0 
120 495 | 535 40 7,5 
150 665 | 710 A5 6,3 
180 845 | 89 | 50 5,6 








Entscheidend fiir die Erkennung der Herabsetzung der 
Saccharase gegeniiber der Zymase sind die relativen Diffe- 
renzen in den ersten 90 Minuten. Danach beginnen die 
Kurven © und D annihernd parallel zu laufen. 


D. Der EinfluB von Alkohol. 


Es wurde gepriift, welchen Geschwindigkeitsinderungen 
die Fermentsysteme in einer Maische unterliegen, die von 
vornherein einen hohen Alkoholgehalt aufweisen. 

Ansatz 51. Glucose 10,6 g, Fructose 10,6 g, Ammonium- 
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sulfat 0,5 g, m/15-Phosphatpufferung auf p, = 5,8, Hefe 4g 
mit 1,32 g Trockensubstanz, Wasser ad 100 ccm. 
Ansatz 52. Saccharose 20 g, sonst wie Nr. 51 (Tab. 16). 
Ansatz 53. Glucose 10,6 g, Fructose 10,6 g, Ammonium- 
sulfat 0,5 g, m/15-Phosphatpufferung auf p,, = 5,8, Alkohol zu 
9 Volumprozenten, Wasser ad 100 ccm, Hefe 4 ¢= 1,32 g 
Trockensubstanz. 


Ansatz 54. Saccharose 20 g, sonst wie Nr. 53 (Tab. 17). 


Tabelle 16. 

















ecm CQ, pro 1g Trockensubst. TiGerens in * 
Minuten REE ROL Ne e 0 
51 | 52 | Differenz der gréBeren Menge 
30 11,3 22.6 11,3 50 
75 945 ‘| 186 | 41,5 30,3 
90 136 } 182 | 46 25,2 
120 292 315 63 20 
185 480 590 70 12,7 
210 580 655 75 11,4 
Tabelle 17. 
ecm CO, pro 1 g Trockensubst. Differenz in °/, 
Minuten GRIT miachinsiiilaainies " 
53 54 Differenz der gréberen Menge 
30 11,3 19 7,7 40,5 
15 26,5 41,5 15 36,2 
90 41,5 56,8 15,3 27 
120 83,5 98,5 15 15,2 
185 155 167 12 7,2 
210 189 197 S 41 














Der Zusatz von Alkohol setzt, wie zu erwarten war, den 
Girumsatz bedeutend herab; Saccharose bleibt aber auch in 
diesem Fall das leichter verarbeitbare Substrat. Die relative 
Differenz zwischen der Saccharose- und der Monosenumsatz- 
kurve ist ohne und mit Alkoholzusatz zu den entsprechenden 
Zeiten iihnlich, allerdings fallt sie bei Alkoholzusatz etwas 
schneller ab, d. h. die beiden Umsatzkurven zeigen etwas 
friiher die Tendenz, parallel zu werden. Wenn also itber- 
haupt durch die angewandte Alkoholkonzentration eine Hin- 
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wirkung auf die Saccharase erfolgte, so war sie doch derart, 
daB diesem Ferment ausreichend Zeit verblieb, der Zymase 
vorzuarbeiten. 


E. Ersatz der geschwachten Saccharase durch Zusatz 
von Saccharasepraparat,. 


4 


Es wurde eine Versuchsreihe dergestalt ausgesetzt, dab 
ein Invertinrohpriiparat sowohl zu normaler wie zu vorbehan- 
delter Hefe zugesetzt wurde. Das Priiparat war aus italieni- 
scher (Mailiinder) Prefhefe durch Autolyse wiihrend 48 Stunden, 
Fillung des klaren Filtrates mit dem gleichen Volum 96°/, igem 
Alkohol, Auflésen des Niederschlages in Wasser und aber- 
malige Fiillung mit Alkohol gewonnen worden. Da es sich 
nicht um eine absolute Wertbestimmung dieses Priiparates 
handelte, wurde sein Saccharasewert nicht nach der Definition 
von Willstitter gemessen. Vielmehr wurde es aut eine 
20°/,ige Rohrzuckerlésung unter den Bedingungen des Haupt- 
versuches zur Einwirkung gebracht. Hierbei wurde die Halb- 
spaltungszeit derjenigen Menge, die im Hauptversuch zur An- 
wendung kam, zu 20 Minuten festgestellt, eine Zeit also, die 
in Relation zur Angirungszeit als minimal _bezeichnet 
werden kann. 

Die Vorbehandlung der Hefe geschah durch I1stiindige 
Digestion mit n/5-H,SO,. 

Ansatz 67. Saccharase 25 g, Ammoniumsulfat 0,6 g, m/15- 
Phosphatpufferung p, = 5,8, normale Hefe 2g mit 0,63 g 
Trockensubstanz, Wasser ad 120 ccm. 

Ansatz 68. Wie Nr. 67, dazu 0,15 g Invertinpriparat. 

Ansatz 69. Saccharose 25 g, Ammoniumsulfat 0,6 g, m/15- 
Phosphatpufferung p,, = 5,8, vorbehandelte Hefe 2,8 g mit 0,73 g 
Trockensubstanz, Wasser ad 120 ccm. 

Ansatz 70. Wie Nr. 69, dazu 0,15 g Invertinpriparat 
(Tab. 18). 

Der Zusatz des Invertinpriiparates zur normalen Hefe be- 
wirkt im Verlauf der ersten Stunde gar nichts, spiter tritt eine 
leichte Depression der Girwirkung ein. Ob das Priiparat als 
solches vergiftend wirkte, oder welche Ursachen sonst dieser 
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Tabelle 18. 











eem CQO, pro 1 g Trockensubstanz 
Minuten Mai tem 

67 =| Ssé68 69 70 
30 16 | 16 7 7 
67 55 | OS 30 | 41 
90 110 | 90 55 | 5 
120 214 | 190 ; 98 4 180 
150 340 | 310 | 165 | 205 
180 500 | 4445 | 248 | 308 


Depression zugrunde liegen, mu8 offen gelassen werden. Im 
Gegensatz dazu bewirkt der Zusatz des Priiparates zur vor- 
behandelten Hefe eine deutliche Erhéhung der Girleistung. 
Hier erscheint die Erkliirung eindeutig: durch die Vorbehand- 
lung der Hefe wurde sowohl Zymase wie Saccharase ange- 
griffen, letztere dabei stirker als die Zymase, so daB die 
Zymase in dem Augenblick schneller arbeiten kann, wo ihr 
mehr Substrat zur Verfiigung gestellt wird. Da, wie oben 
erwahnt, die Halbspaltungszeit des zugesetzten Invertinpriipa- 
rates nur 20 Minuten betrug, so standen der Zymase von vorn- 
herein ausreichende Mengen Monose zur Vertfiigung; die Differenz 
zwischen den Werten von Nr. 68 und 70 ist also nur noch 
durch die Schwiichung der Zymase selbst zu deuten. 


F. Das Verhalten der Unterhefe. 


Fiir die oben beschriebenen Erscheinungen erwies sich 
Unterhefe als besonders dankbares Versuchsobjekt. Es kam 
eine offizinelle Trockenbierhefe von Poiret zur Anwendung. 
Da die Hefe in ihrer kiuflichen Form eine aiuBerst geringe 
Girkraft besitzt, so wurde sie erst einige ‘l'age in einer T'rauben- 
maische gefiihrt und abfiltriert. Die so gewonnene Hefe er- 
wies sich als sehr girfreudig. Ks ist zu bemerken, dab die 
Hefe durch die Umziichtung die Fihigkeit, ihre Co-Zymase 
durch Auswaschen abzugeben, teilweise verloren hatte: die 
mehrfach mit Wasser geschiittelte und abzentrifugierte Hefe 
war imstande, Saccharase zu vergiren; allerdings bewirkte 
Zusatz von Kochsaft eine Steigerung auf das Doppelte. Es 
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ist dies nur eine Bestitigung der schon friiher von Euler in 
dieser Richtung gemachten Beobachtungen. 

Aus bestimmten Griinden, auf deren Ausfiihrung hier 
verzichtet werden kann, wurde die Hefe gerade in diesem Co- 
zymasearmen Zustand der iiblichen Vorbehandlung unter- 
worfen, und zwar wurde sie 1/, Stunde mit n/3-H,SO, dige- 
riert. Zum Hauptversuch wurde die Zymase durch Kochsaft 
reaktiviert, natiirlich nur, soweit sie nicht durch die Siure- 
behandlung inaktiviert war. 

Ansatz 484. C. Saccharase 10g, Phosphatpufferung p,, = 
5,5, Kochsaft 25 ccm, normale Hefe 3 g, Wasser ad 100 ccm. 


D. Glucose 5,3 g, Fructose 5,3 g, sonst wie C (Tab. 19). 
K. Wie ©, jedoch vorbehandelte Hefe 3 g. 
}’, Wie D, jedoch vorbehandelte Hefe 3 g (Tab. 20). 


Tabelle 19. 

















Misuten |_._..._ "SC ee 
C D Differenz der gréBeren Menge 
30 5 5 | 0 0 
60 70 8 | 15 17,7 
75 150 170 | 20 11,8 
90 235 260 25 9,6 
120 410 440 30 6,8 
150 665 700 | 35 5,0 
180 s60 | 900 | 40 4,4 
Tabelle 20. 
ne: ecm CO, Differenz in °/, 
KE | F errr der griBeren Menge 
30 3 | 5 2 40,0 
60 15 | 60 45 75,0 
75 35 | «110 75 68,0 
90 70 =| = 165 95 57,6 
120 170 | 280 110 39,4 
150 885 | 445 | 110 24,8 
180 495 | 610 115 18,9 











Zur Frage der direkten Saccharosegirung. 113 


Die Zymase hat eine Depression von der GréSenordnung 
von 30°/, erlitten (F gegen D). Dagegen weist die relative 
Differenz zwischen Monosen- und Rohrzuckerkurve, die bei 
der normalen Hefe nicht erheblich ist, eine immense Ver- 
gréBerung auf. Zu bemerken ist, daB auch bei der normalen 
Hefe die Monosenkurve die hoéherliegende ist. 


G. Anhaufung von Invertzucker als Kriterium fir den Zustand 
der Saccharase. 


Aus allen obenstehenden Tabellen geht hervor, daB bei 
den Garungen mit vorbehandelter Hefe die absolute Differenz 
zwischen den Umsatzkurven der Monosen und des Rohrzuckers 
nach nicht zu langer Zeit, gew6hnlich nach etwa 1'/, Stunden, 
anfingt, einigermaBen konstant zu bleiben, die Kurven also 
eine ‘'endenz zum Parallellaufen aufweisen. Nach der Vor- 
stellung, die dieser Arbeit zugrunde liegt, miBte diese Er- 
scheinung in dem Augenblick eintreten, wo die Saccharase 
sich soweit erholt hat, daB sie der gleichmaBig arbeitenden 
Zymase mehr Material zur Verfiigung stellen kann, Dieser 
Augenblick muB sich auch dadurch kenntlich machen, daB sich 
im Giargut ein Vorrat von reduzierenden Zuckern zu bilden 
anfangt. Es wurden daher in Verbindung mit der bisher be- 
schriebenen Versuchsanordnung Reihen von Reduktionsanalysen 
nach Bertrand oder nach Willstitter-Schudel ausgefiihrt, 
von denen die erstere Methode den Gesamtvorrat von Glucose 
und Fructose, letztere nur die Glucose angibt. Vergleichende 
Anwendung beider Methoden nebeneinander ergab befriedigende 
Ubereinstimmung. 


Ansatz 474. (Vgl. oben sub C, e, Tab. 16 und 17). 

EK. Saccharase 10 g, 6 g normale Hefe, Phosphatpufferung 
Py = 6,0, 20 com Kochsaft, Wasser ad 100 ccm. 

F. Saccharase 10 g, 6 g vorbehandelte Hefe, Phosphat- 
pufferung p, = 6,0, 20 ccm Kochsaft, Wasser ad 100 ccm 
(Tab. 21). 

Die Zahlen der Tabelle bedeuten Invertzucker in Pro- 


zenten der urspriinglich vorhandenen Saccharosemenge. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVIII. 8 
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Tabelle 21. 




















Minuten E F 
sofort 6 2 
30 76 3 

60 76 16 

90 _— 20 
120 59 — 
150 — 29 
180 48 34 


also die normale Hefe von vornherein den 


groBten Teil des anwesenden Rohrzuckers invertiert, kommt 
es bei der vorbehandelten Hefe zunachst nicht zur Bildung 
eines Reservestockes von Monosen. 

Aus einer gréBeren Anzahl Versuchsreihen sei noch ein 
Beispiel herausgegriffen: 

Ansatz 479. Vorbehandlung der Hefe durch Digestion in 
n/1-H,SO, wahrend 80 Minuten. 


A. Saccharose 10 g, normale Hefe 6 g, Kochsaft 20 ccm, 
m/15-Phosphatpufferung auf p,, = 6,05, Wasser ad 100 ccm. 


B. Glucose 5,3 g, Fructose 5,3 g, sonst wie A (Tab. 22). 
C. Wie A, jedoch 6 g vorbehandelte Hefe. 

D. Wie B, jedoch 6 g vorbehandelte Hefe (Tab. 23). 

K. Wie A. 
F. Wie C (Tab. 24). 


Tabelle 22. 





Minuten 





30 
45 
60 
90 
120 
150 








eem CO, 


Differenz in °/, 











B | Differenz | der gréBeren Menge 
50 5 10 

160 | 17 10,6 

270 | 30 11,1 

490 50 10,2 

710 80 11,3 

920 95 10,3 
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Tabelle 23. 























 ——-—_ oe | rer 
Minuten ——$—__—______— i a Differenz mls 
C | D_ | Differenz der gréBeren Menge 
30 10 | 15 5 33,8 
45 30 | 10 40 57,1 
60 77 132 55 41,6 
90 215 285 70 24,6 
120 365 445 | 80 18,0 
150 520 = 620 | 100 16,1 
Tabelle 24. 
Invertzucker in °/, des 
Minuten urspriinglichen Rohrzuckers 
E | F 
sofort 2 0,7 
30 80 3.0 
60 78 13 
90 — 19 
120 —_ 25 
150 — 31 
180 64 33 





Aus den drei Tab. 22, 23 und 24 ergibt sich das gleiche 
Bild wie frither: bei normaler Hefe eine leichte Uberlegenheit 
der Monosengirung gegeniiber derjenigen der Saccharose; bei 
vorbehandelter Hefe ein starkes Zuriickbleiben der Saccharose- 
girung hinter derjenigen der Monosen. Normale Hefe inver- 
tiert sofort den Hauptteil des vorhandenen Rohrzuckers und 
schafft derart eine ,,Substratreserve“; vorbehandelte Hefe kann 
das zu Anfang nicht, sondern liefert nicht einmal geniigend 
Substrat fiir die Zymase; erst allmihlich wird die Saccharase 
regeneriert, es entsteht auch hier eine wachsende Substrat- 
reserve, gleichzeitig fiallt die relative Differenz zwischen C und 
D stark ab. 


Zusammenfassung. 


1. Die Vergleichbarkeit der nach der Willstatterschen 
Invertinbestimmungsmethode gewonnenen Werte mit der Sac- 


charaseaktivitit lebender Zellen wird bestritten. 
Q * 
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2. Es werden zwei Wege angegeben, die Saccharaseaktivitit 
in normaler und in vorbehandelter lebender Hefe miteinander 
in Beziehung zu setzen. 

3. Auf Grund der so gewonnenen Befunde wird die direkte 
Saccharosegirung verneint und an der Auffassung festgehalten, 
daB dem zymatischen Angriff die Hydrolyse voraufzugehen hat. 

4. Auf die Regeneration der Saccharase nach ihrer Schwi- 
chung wird hingewiesen. 

5. Es wird ein Zusammenhang zwischen den Verschieden- 
heiten der Vergirungsgeschwindigkeiten von Rohrzucker einer- 
seits, von Glucose plus Fructose andrerseits mit der Bildung 
der alloiomorphen Zucker diskutiert. 


Frl. Chasuva Epstein hatte die Freundlichkeit, die 
Ausfiihrung eines Teils der Serienbestimmungen zu iibernehmen; 
auch an dieser Stelle danke ich ihr herzlich fiir ihre Hilfe. 





Uber das ultraviolette Absorptionsspektrum des Lignins 
und von Kérpern mit dem Coniferylrest. 
Von 
R. 0. Herzog und Armin Hillmer. 


Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Faserstoffchemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, April 1927.) 


Kiirzlich ist darauf hingewiesen worden’), daB_,,Lignin- 
sulfonsiure* im ultravioletten Teil des Spektrums eine Ab- 
sorption zeigt, die derjenigen der Stoffe vom Typus 


CH,0 [3] 


Ho (4) C,H, -CH=CH-CH,X 


recht ahnlich ist. Die Annahme naher Beziehungen zwischen 
Lignin und Coniferylalkohol bzw. -aldehyd, die seit langen 
Jahren von P. Klason?) vertreten wird, und der sich in 
neuerer Zeit eine Reihe anderer Forscher angeschlossen hat, 
erfahrt dadurch eine starke Unterstiitzung. Im folgenden werden 
die Ergebnisse weiterer Versuche in dieser Richtung mitgeteilt, 
die noch in derselben, etwas primitiven Weise — nach dem 
urspriinglichen Verfahren von Baly und Hartley — an- 
gestellt worden sind, wie wir sie auch bei unseren friiheren 
Versuchen angewandt haben. 

Die Kurven Fig. 1 stellen die Ergebnisse dar, die mit Coni- 
ferylalkohol und seinem Polymerisationsprodukt’*), wie 





1) Chem. Ber. Bd. 60, S. 365 (1927). 

*) Svensk kem. Tidskrift 1897, 135 bis Chem. Ber. Bd. 58, 8. 575, 
1761 (1925). 

8) Wir sind damit beschiftigt, den Polymerisationsvorgang beim 
Coniferylalkohol genauer zu untersuchen und zugleich die Veriinderungen 
festzustellen, die sich hierbei im Absorptionsspektrum zeigen. Parallel 
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es nach den Angaben von A. Zinke und J. Dzrimal!) und 
von F. Reinitzer’) erhalten wird, gewonnen wurden. Ferner 
ist das Absorptionsspektrum des Glykosids Coniferin aus unserer 
ersten Mitteilung hier noch einmal abgebildet worden, um einen 
Vergleich zu erleichtern. Es ergibt sich, daB die an sich 
ihnlich gestalteten Kurven mehr oder weniger gegeneinander 
verschoben sind, und zwar so, da& fiir die kurzwelligen Strahlen 
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lésungen in s0%'gem Alkohe 
Koniterin 
—--Koniferylolkohal 
----polymererkoniferylolkohol 


Fig. 1. 





das Coniferin am meisten, der polymerisierte Coniferylalkolol 
am wenigsten durchlissig ist. Der polymere Coniferylalkohol 
zeigt sich dadurch der Ligninsulfonsiure am dhnlichsten, was 
aus den Kurven der Fig. 2 deutlich erkannt werden kann. Die 
verschiedene Lage der Kurven gegen die Ordinate in Fig. 1 
(n/10000-Lésungen) hangt wohl u. a. mit dem verschieden 





gehen die entsprechenden Versuche mit dem bisher etwas weniger be- 
quem zugiinglichen Coniferylaldehyd. Wir bitten die Fachkollegen, 
dieses Thema im angegebenen Umfange uns einige Zeit zu tiberlassen. 
1) Monatsh. f. Chemie Bd. 41, 8. 423 (1920); C. 1921, III, 219. 
2) Archiv d. Pharmazie Bd. 259, S. 60 (1921); C. 1921, III, 43. 
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groBen Molekulargewicht zusammen’); die prozentische Be- 
ziehung (Fig. 2) legt die Vermutung nahe, daB das Molekil 
der Ligninsulfonsiure nur zum Teil aus dem aromatischen 
Coniferylkomplex besteht?), wihrend der iibrige Teil licht- 
durchlassiger ist. 

In den Kurven der Fig. 3 sind die Spektren anderer Lignin- 
arten als der bisher allein betrachteten Ligninsulfonsiure ver- 
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Fig. 2. 


einigt. Alkalilignin wurde nach Beckmann und Liesche’*) 
aus Winterroggenstroh dargestellt und die Absorptionen sowohl 
der rohen Lauge wie des gereinigten Priparates in ganz schwach 
ammoniakalischem Wasser festgestellt. Beide Kurven zeigen 
im kurzwelligen Ultraviolett einen der Ligninsulfonsiure und 
besonders dem polymeren Coniferylalkohol auBerst abnlichen 





*) Der polymere Coniferylalkohol ist auf die Normalitit des mono- 
meren bezogen (Polymerisationsgrad unbekannt). 

*) Vgl. auch W. Fuchs, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 957 (1927). 

%) Zs. f. angew. Chemie Bd. 34, S. 285 (1921). 
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Typus, dagegen weichen sie im langwelligen Ultraviolett durch 
ihre geringere Durchlassigkeit deutlich von ihnen ab. Es 
bleibt eine noch offene Frage, ob dies einer Uneinheitlichkeit 
des Priparates, dem anderen Ausgangsmaterial oder der ver- 
iunderten Darstellungsmethode zuzuschreiben ist. Die  be- 
merkenswerte Violettverschiebung des reinen Alkalilignins 
gegeniiber dem Rohprodukt bedarf ebenfalls der Aufklirung. 
In Fig. 3 findet sich ferner die Absorptionskurve eines Fichten- 
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Fig. 3. 


holzes, das vom Hausschwammpilz, Merulius lacrimans, stark 
angegriffen, war und das wir der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. R. Falck?) in Hann.-Miinden zu verdanken haben. Dieser 
Pilz verzehrt im Holz die Cellulose und hinterlaBt das Lignin, 
anscheinend jedoch in etwas verandertem Zustande.?) Die 





1) ,Meruliusholz M III“; R. Falck u. W. Haag, Chem. Ber. Bd. 60, 
S. 225 (1927); vgl. auch Th. Lieser, Cellulosechemie Bd. 7, S. 156 (1926). 

2) Carl G. Schwalbe u. Alf af Ekenstam, Cellulosechemie 
Bd. 8, S. 13 (1927). 
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alkalische Lésung dieses kurz als Meruliuslignin bezeich- 
neten, biologisch dargestellten Lignins gibt eine nicht sehr 
ausgepragte Absorption, doch liegt das angedeutete Maximum 
bei 1/A = 3600 fast auf derselben Stelle wie bei der Lignin- 
sulfonsiure (1/A = 3615) und beim Alkalilignin (1/2 = 3640). 

Das Verhalten der Absorptionsspektren des monomeren 
Coniferylalkohols und des als sein Polymerisationsprodukt 
bezeichneten Abkémmlings, wie iiberhaupt die Deutung des 
Lignins als Polymerisat — sei es des Coniferylalkohols oder 
seines Aldehyds — machen es notwendig, Vergleiche mit 
anderen Verbindungen zu ziehen, bei denen ein ebensolches 
Verhiltnis nachgewiesen ist oder angenommen wird. Bisher 
finden sich in der Literatur wenig hier in Betracht zu ziehende 
Beispiele. Am eingehendsten hat Stobbe') entsprechende 
Untersuchungen an Zimtséure sowie an Styrol, Stilben und 
Inden und deren Derivaten vorgenommen. Es zeigte sich 
dabei in erneuter Bestitigung alter optischer Erfahrungen, 
daB die Polymeren dieser Stoffe, soweit sie noch ungesittigten 
Charakter trugen, eine Verschiebung ihrer Absorptionsbanden 
nach Rot hin brachten, wihrend gesiittigte Polymere im kurz- 
welligen Uliraviolett vorwiegend kontinuierlich absorbierten. 
Wohl ist noch eine ganze Reihe von anderen Stoffen ver- 
wandter Art der optischen Untersuchung mehr oder weniger 
leicht zugiinglich. Aber es steht durchaus nicht fest, ob man 
es im ,,Polymerisat“ mit einer wohldefinierten einheitlichen 
Substanz zu tun hat. 

Wir haben uns deswegen zuniichst damit begniigt, das 
Asaron, 2,4,5-T'rimethoxypropenylbenzol, und das Parasaron?) 
zu vergleichen. Thoms und Beckstroem) haben als erste 
Asaron in Parasaron verwandelt und dessen Charakter nach 


') H. Stobbe u. Mitarbeiter, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 371, 
S. 259 (1909); Bd. 391, S. 151 (1912); Bd. 409, S. 1 (1915); Chem. Ber. 
Bd. 52, S. 1436 (1919); Bd. 57, S. 1838 (1924); Bd. 58, S. 2859 (1925). 

*) Fiir die Uberlassung einer Probe reiner Substanz sind wir Herrn 
Geheimrat Prof. H. Thoms sowie Herrn Dr. Beckstroem zu gréBtem 
Danke verpflichtet. 

3) Chem. Ber. Bd. 35, S. 3187 (1902). 
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genauer Untersuchung als den eines trimeren Asarons erkannt. 
Von den beiden Diagrammen, die in Fig. 4 wiedergegeben 
sind, ist das des T'rimeren betriichtlich nach der violetten Seite 
des Spektrums verschoben und scheint somit auf ein Poly- 
merisat von gesittigterem Charakter zu deuten. 
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Fig. 4. 


Mit der optischen Untersuchung des natiirlichen Lignins 
sind wir beschiaftigt. Voraussetzung dafiir ist, daB die tibrigen 
wesentlichen Bestandteile verholzter Fasern, Cellulose, Pen- 
tosane usw., nicht eine Eigenabsorption zeigen, die die des 
Lignins iiberdecken oder stéren kann. Wir konnten uns davon 
tiberzeugen, daf die Absorption der Polysaccharide im 
Ultraviolett erst bei wesentlich gréBeren Schichtdicken mit der 
des Lignins vergleichbar wird. Wir werden hieriiber demnichst 
niher berichten. 


Praparativer Teil. 


Der angewandte Coniferylalkohol wurde aus Coniferin 
durch Emulsinspaltung nach Tiemann und Haarmann!) dar- 
gestellt. Schmelzp. 73° C. Zur optischen Untersuchung ge- 
langte eine Liésung in 50°/,igem Alkohol. 

Bei der ausfihrlichen Analyse der Siambenzoe fand 





1) Chem. Ber. Bd. 7, S. 608 (1874); Bd. 8, S. 1127 (1875). 
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Fr. Reinitzer') als Hauptbestandteil, 77,8°/,, den Benzoe- 
siiureester eines aromatischen Alkohols, den er Lubanol nannte, 
und den er’) und A. Zinke und J. Dzrimal’) spiter als sehr 
wahbrscheinlich identisch mit Coniferylalkohol erkannten. Bei 
der Verseifung nach den Vorschritten der genannten Forscher 
erhalt man braungefirbte amorphe Polymerisationsprodukte 
des Coniferylalkohols von wechselnden Schmelzpunkten. Wir 
wandten zu unseren Untersuchungen die Liésung eines Pro- 
duktes vom Schmelzp. 160° C (unscharf) in 50°/,igem Al- 
kohol an. 

Zur Darstellung des Alkalilignins nach KE. Beckmann 
und QO. Liesche*) wurde von Winterroggenhalmstroh aus- 
gegangen. Der Aufschlu8 wurde mit 11/,°/, iger Natronlauge 
(d = 1,02) vorgenommen, Pentosan mit Methylalkohol aus- 
gefillt. Beim ganzen Darstellungsgang wurde streng darauf 
gesehen, daB die Temperatur von 35° C niemals iiberschritten 
wurde. Wohl diesem Umstande ist es zuzuschreiben, dai das 
in einer Menge von etwa 10°/, des angewandten Strohs ge- 
wonnene hellgelbe Alkalilignin im Gegensatz zu dem Produkt 
Beckmanns nicht nur in Alkalien, sondern auch in neutralen 
organischen Lésungsmitteln spielend leicht léslich war. Optisch 
untersucht wurde die vom Riickstand befreite Rohlauge und 
die mit 0,0005°/, Ammoniak versetzte wiBrige Lésung eines 
gereinigten Priparates. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind 
wir fir die Férderung unserer Arbeit zu gré8tem Dank ver- 
ptlichtet. 


') Archiv der Pharmazie Bd. 252, S. 341 (1914); Bd. 259, 8. 1, 60 
(1921); Bd. 2638, S. 347 (1925); Bd. 264, S. 181 (1926). 

*) Archiv der Pharmazie Bd. 259, S. 60 (1921); C. 1921, III, 43. 

8) Monatsh. f. Chemie Bd. 41, S. 423 (1920); C. 1921, IIT, 219. 

*) Ztschr. f. angew. Chemie Bd. 34, 8. 285 (1921); Biochem. Zs. 
Bd. 121, S. 298 (1921). 











Brenztraubensaiure und Methylglyoxal als Zwischenprodukte 
der Milchséuregarung. 


Von 
S. Kostytschew und S. Soldatenkov. 


(Aus dem Laboratorium fiir Biochemie d. Pflanzen d. Akad. d. Wissensch. in Leningrad.) 





(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1927.) 


Ks existieren bekanntlich zwei Arten der Milchsiure- 
girung. Als reine Giarung bezeichnen wir den Vorgang, bei 
welchem der Zucker glatt in 2 Molekiile Milchsiure zerfallt 


C,,H,,0.=2 CH, —CHOH—COOH. 


Als ein typischer Vertreter dieser Girungsart gilt Bact. 
lactis acidi Leichm. AuBerdem wird die reine Milchsiure- 
girung durch Bact. caucasicum hervorgerufen, das von Ome- 
liansky isoliert wurde und fiir biochemische Untersuchungen 
besonders geeignet ist, da es gréBere Siuremengen als Bact. 
lactis acidi vertriigt und auch in anderen Beziehungen weniger 
anspruchsvoll zu sein scheint. 

Die unreine Milchsiiuregirung, bei welcher auBer Milch- 
siiure auch fliichtige Séuren und auBerdem unter Umstinden 
Athylalkohol, Kohlendioxyd, Wasserstoff und andere Produkte 
entstehen, ist nach Kostytschew') im wesentlichen eine 
Kombination der Milchsiuregirung mit Buttersiuregirung. 
Ks ist einleuchtend, daB vom biochemischen Standpunkte aus 
namentlich die reine Milchsiuregiirung Interesse verdient, da 
dieselbe als ein eigenartiger Girungstypus gelten kann. 

In der vorliegenden Mitteilung beabsichtigen wir die Re- 
sultate unserer Untersuchungen iiber die intermediadren Pro- 
dukte der reinen Milchsiuregirung darzulegen. Als Versuchs- 


11S. Kostytschew, Pflanzenphysiologie Bd.J, 8. 509—511 und 
5324 (1926). 
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objekt diente Bact. caucasicus, dessen reine Kultur wir der 
Liebenswiirdigkeit von Prof. Dr. W. Omeliansky verdanken. 
Dieselben Resultate haben wir alsdann auch mit Bact. lactis 
acidi erhalten. Diese Arbeit wird demniachst verdffentlicht 
werden. 

Ks ist von vornherein wahrscheinlich, daf Methylglyoxal 
ein intermediares Produkt der Milchsiiuregiirung darstellt, da 
die leichte Verwandlung von Methylglyoxal in Milchsiure all- 
gemein bekannt ist. Neuberg und Gorr!) haben neulich 
Versuche veréffentlicht, in denen die Vergiirung von Methyl- 
glyoxal zu Milchsiure durch einen Mikroben der unreinen 
Milchsiuregirung gelungen ist. Virtanen”) gelangte dagegen 
mit Bact. lactis acidi zu negativem Resultat. 

Andererseits hat Kostytschew’%) die Ansicht entwickelt, 
daB simtliche Girungstypen, d. i. die Milchsiiuregirung, die 
alkoholische Giarung und die Buttersiiuregiirung iiber die 
Zwischenstufe der Brenztraubensiiure vor sich gehen. Laut 
dieser Ansicht ist die Zuckerspaltung zu Brenztraubensiiure 
und aktivem Wasserstoff die allgemeine Girungsstufe; alsdann 
erfolgt entweder eine direkte Reduktion der Brenztrauben- 
siure (Milchsiuregirung), oder zuniachst eine Spaltung der 
Brenztraubensiure in Acetaldehyd und CO, nebst nachfolgender 
Reduktion von Acetaldehyd (alkoholische Girung), oder kommt 
es zu keiner Reduktion: der Wasserstoff wird als Gas ab- 
geschieden und die Brenztraubensiure bzw. der Acetaldehyd 
verwandeln sich durch die noch nicht erschlossenen Vorgiinge 
in Buttersiiure (Buttersiiuregiirung).. Sowohl Kostytschew 
und Afanassiewa‘), als Virtanen haben dargetan, daB Bak- 
terien der reinen Milchsiuregiirung nicht imstande sind, 
Brenztraubensiure zu spalten, was mit der Theorie von 
Kostytschew im Kinklange steht. 





) C. Neuberg u. Gorr, Biochem. Zs. Bd. 166, S. 482 (1925). 

*) A. I. Virtanen u. H. Karstrom, Diese Zs. Bd. 155, S. 251 
(1926). 

*) S. Kostytschew, Pflanzenphysiologie Bd. I, S, 533, 534 (1926). 


‘) S. Kostytschew u. M. Afanassiewa, C. R. Bd.181, S. 61 
(1925). 
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In unseren Versuchen haben wir die girende Liésung mit 
einem UberschuB von neutral gemachtem Semicarbazidchlor- 
hydrat versetzt; hierbei bildete sich in simtlichen Versuchen 
eine reichliche Menge von Brenztraubensiuresemicarbazon 
neben geringeren Mengen von Methylglyoxaldisemicarbazon. Der 
Zusatz von Semicarbazid erfolgte in kleinen Portionen im 
Verlaufe der ersten lage der Girung. Diese VorsichtsmaB- 
regel ist notwendig, da sonst die Bakterien ihre Tiatigkeit ein- 
stellen kénnen. 

Als Muster unserer Untersuchungen mége folgender Ver- 
such dienen. 

Nihrlésung: 1,5 Liter Molken (durch Labferment dargestellt) 
mit 7,5g Pepton, 7,5 g NaCl und 32 g CaCO,. Der Milchzucker- 
gehalt betrug 4,5°/,. Die sterilisierte Nahrlésung wurde mit 
50 ccm einer 72stiindigen reinen Kultur von Bact. caucasicum 
auf derselben Liésung geimpft. Im Verlaufe der ersten drei 
Garungstage wurde eine mit Natriumcarbonat neutral gemachte 
wiBrige Lisung von 32 g Semicarbazidchlorhydrat in kleinen 
Portionen zugesetzt. 

Nach 14 Tagen war die Girung beendet. Das Girgut 
wurde zum Sieden erhitzt, hei® filtriert, bei vermindertem 
Druck eingeengt, das Calcium mit Oxalsiure quantitativ ge- 
fallt und abfiltriert, das Filtrat im Vakuum auf 200 ccm ein- 
geengt, 2 Tage im Extraktionsapparat mit Ather erschopft, 
um Milchsiiure und den geringen Uberschu8 von Oxalsiure zu 
entfernen und iiber die Nacht ruhig stehen gelassen. Am fol- 
genden Tage wurde der entstandene krystallinische Nieder- 
schlag abgesaugt, ausgewaschen, in siedendem Wasser geldst 
und einer fraktionierten Krystallisation unterworfen. Wir er- 
hielten zwei Fraktionen. Eine jede Fraktion erwies sich als 
einheitlich. 

Die erste Substanz (etwa 4 g) war sauer und ihre Eigen- 
schaften waren identisch mit denjenigen des von uns dar- 
gestellten Brenztraubensiuresemicarbazons. Sie schmolz bei 
215—216°; das reine Praparat von Brenztraubensiuresemi- 
carbazon zeigte denselben Schmelzpunkt. Die Titration der 
Substanz ergab folgendes Resultat: 
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0,0990 g Substanz bendtigten 6,8 cem 0,1 n-Natronlauge. 
CH,—C(N—NH—CO—NH,)—COOH. _Ber.: 0,0986 g. _—‘ Titr.: 0,0990 g. 


Das Molekulargewicht der fraglichen Substanz entspricht 
also genau demjenigen des Brenztraubensiiuresemicarbazons. 
Die Stickstoffbestimmung ergab folgendes Resultat: 

0,1827 g Substanz gaben 44,3 cem N bei 16° und 762 mm. 
C,H,N,Os. _Ber.: N = 28,96. Gef.: N = 28,78 %,. 


Hierdurch wird erwiesen, daB die fragliche Substanz tat- 
sichlich Brenztraubensduresemicarbazon ist. 

Alle Eigenschaften der zweiten Substanz (etwa 1,5 g) 
waren identisch mit denjenigen des Disemicarbazons des von 
uns synthetisch dargestellten Methylglyoxals. Die gefundene 
Substanz schmolz bei 256°; denselben Schmelzpunkt hatte 
auch das synthetische Methylglyoxaldisemicarbazon. Die Stick- 
stoffbestimmung ergab folgendes Resultat: 

0,0756 g Substanz gaben 29,0 cem N bei 17° und 759 mm. 

C,H, oN,Oz. Ber.: N = 45,16°/,. Gef.: N = 45,10°/,. 


Es ergab sich also, daB bei der reinen Milchsdiuregirung 
sowohl Methylglyoxal, als Brenztraubensiure abgefangen wurden. 
Dasselbe Resultat lieferten auch Versuche mit Bact. lactis 
acidi Leichm., die den Inhalt einer anderen Mitteilung bilden 
sollen. 

Der Nachweis der Brenztraubensiure bei der reinen 
Milchsiiuregiirung bildet eine wichtige Stiitze der obigen Theorie 
von Kostytschew. Auf den ersten Blick kénnte es scheinen, 
da& Methylglyoxal direkt in Milchsiure iibergehen kénnte; der 
Gérungsvorgang schligt aber den Weg iiber die Zwischenstufe 
von Brenztraubensiure ein. Die Reduktion spielt also eine 
wichtige Rolle bei der Milchsiuregirung. 











Uber Alkoholgarung. 
XII. Mitteilung. 


Methylglyoxal als ein intermediares Produkt 
der alkoholischen Hefegarung. 


Von 
S. Kostytschew und S. Soldatenkov. 


(Aus d. Laboratorium f. Biochemie d. Pflanzen d. Akademie d. Wissensch. in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1927.) 


Bisher wurde bekanntlich nur Acetaldehyd als ein zweitel- 
los intermediiires Produkt der alkoholischen Giarung erkannt.') 
Nun steht dieser Stoff dem Athylalkohol so nahe, daB das 
chemische Wesen der Girung durch den obigen Befund noch 
nicht klargelegt wurde. Daf’ ein Abfangen anderweitiger 
intermediiren Produkte der alkoholischen Girung an Hand 
der Sulfitmethode bisher nicht gelang, ist allem Anschein nach 
darauf zuriickzufiihren, daB nur der Acetaldehyd eine geniigend 
bestiindige Bisulfitverbindung liefert. Wir haben daher eine 
andere Abfangmethode erprobt, die in der Tat ausgezeichnete 
Resultate ergab. Die neue Methode besteht darin, daB die 
girende Lésung mit Semicarbazid versetzt wird. Die Giftig- 
keit dieses Stoffs ist im Vergleich mit derjenigen der Pheny]l- 


') $. Kostytschew, Chem. Ber. Bd. 45, S. 1289 (1912); Diese Zs. 
Bd. 79, S. 180 (1912); Bd. 83, $.93 (1918); S. Kostytschew und 
A. Scheloumow, Diese Zs. Bd. 85, S. 493 (1913); S. Kostytschew u. 
S. Zubkowa, Diese Zs. Bd. 111, 8S. 132 (1920); C. Neuberg und 
J. Hirsch, Biochem. Zs, Bd. 100, 8. 304 (1919); C. Neuberg, J. Hirsch 
u. E. Reinfurth, Biochem. Zs. Bd. 105, 8S. 307 (1920); E. Abder- 
halden, Fermentforschung Bd. 5, S. 89, 110 und 225 (1921—1922); 
Bd. 6, S. 162 (1922). 
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hydrazinderivate eine schwache: nicht nur Hefe, sondern 
auch verschiedene Bakterien vertragen ziemlich groBe Mengen 
von Semicarbazid bei anniihernd neutraler Reaktion, AuBer- 
dem reagiert Semicarbazid besonders gut mit der Ketogruppe 
und gibt namentlich mit Methylglyoxal ein schén krystalli- 
sierendes, schwer lésliches Disemicarbazon. 

Wir haben denn auch durch Zusatz eines Uberschusses 
von Semicarbazid zur girenden Liésung mit verschiedenen 
Rassen der untergirigen Bierhefe regelmiBig reichliche Aus- 
beuten von Methylglyoxaldisemicarbazon erhalten. Nach- 
stehend sind die Resultate eines derartigen Versuchs wieder- 
gegeben. 

4 Kolben mit je 1 Liter 10°/,iger Robrzuckerlésung und 
30 g abgepreBter Froberghefe.') Nach 2!/, Stunden wurde 
ein jeder Kolben mit 75 ccm einer mit Natriumcarbonat neutral 
gemachten Lésung von 15 g Semicarbazidchlorhydrat in destil- 
liertem Wasser versetzt. Die Kolben wurden in einem Thermo- 
staten bei 25° belassen. Nach 70 Stunden wurde der Versuch 
abgebrochen. 

Das Girgut wurde zum Sieden erhitzt und durch einen 
HeiBwassertrichter filtriert, das Filtrat bei vermindertem Druck 
auf 350 ccm eingeengt und dann ruhig stehen gelassen. Nach 
15 Stunden hat sich ein krystallinischer Niederschlag ab- 
geschieden, der nach Auswaschen den Schmelzp. 254—255° 
aufwies. Dieser Niederschlag wurde einmal aus 50°/ iger 
Ameisensiiure und einmal aus heiSem Wasser umkrystallisiert. 
Die Ausbeute betrug 8,5 g. Alle Eigenschaften der erhaltenen 
Substanz, d. i. Krystallform, Verhalten zu verschiedenen Sol- 
ventien u. a., waren identisch mit denjenigen des Disemi- 
carbazons des von uns synthetisch dargestellten Methyl- 
glyoxals. Die Substanz schmolz bei 256—257°, wahrend das 
synthetische Methylglyoxaldisemicarbazon den Schmelzp. 256° 
aufwies. Die Stickstoffbestimmung ergab folgendes Resultat: 

0,1164 g Substanz gaben 46,2 cem N bei 19° und 741 mm. 

C;H,,.N,O. Ber.: N = 45,16°/, Gef.: N = 45,24 °/,. 


*) Diese Hefe verdanken wir dem Laboratorium der Brauerei Stenka 
Rasin in Leningrad. 
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Kin anderer bei 28° ausgefiihrter Versuch ergab die Sub- 
stanz mit denselben Eigenschaften, die bei 256—257° schmolz. 
Die N-Bestimmung ergab folgendes Resultat: 

0,0861 g Substanz gaben 30,0 cem N bei 17° und 739 mm. 

C;H,,N°0. Ber.: N = 45,16 °/, Gef.: N = 45,20°/,. 


Durch alle diese Ergebnisse wird festgestellt, daB die 
fragliche Substanz tatsichlich das Methylglyoxaldisemicarbazon 
darstellt. Die Bildung von Methylglyoxaldisemicarbazon zeigt, 
daB die alkoholische Girung namentlich iiber die Ketoaldehyd- 
form des Methylglyoxals vor sich geht. Die von Neuberg 
wiederholt geiiuBerte Annahme der Bildung von anderen 
tautomeren Formen des Methylglyoxals ist somit als unnétig 
abzulehnen. Um so merkwiirdiger ist die Tatsache, daB Me- 
thylglyoxal sich in Versuchen verschiedener Forscher') als 
nicht girfihig erwies. Auch wir selbst hatten in einer Reihe 
von unverdffentlichten Versuchen mit synthetischem Methyl- 
glyoxal lauter negative Resultate zu verzeichnen. Wir nehmen 
jetzt dieses Problem wieder in Angriff. 

In der vorangehenden Mitteilung zeigen wir, daB bei der 
reinen (d.i. ohne Bildung von Nebenprodukten verlaufenden) 
Milchsiuregirung sowohl Methylglyoxal, als Brenztraubensiure 
als intermediire Produkte auftreten. Es ist uns dagegen nicht 
gelungen, unter obigen Versuchsverbiltnissen die Brenztrauben- 
siure bei der Hefegirung abzufangen. Doch sind bereits Ver- 
suche unter abgeiinderten Bedingungen im Gange und wir 
hoffen bestimmt, Brenztraubensaiure auch bei der alkoholischen 
Girung nachzuweisen. 

Unsere Ausbeuten an Methylglyoxaldisemicarbazon sind 
sicherlich etwas zu niedrig, da die Ausscheidung dieser Sub- 
stanz aus dem Girgut eine unvollkommene ist. Bei Zusatz 
von synthetischem Methylglyoxaldisemicarbazon zu girenden 
Zuckerlésungen vermochten wir nur einen geringen Teil der 
zugesetzten Menge zuriickzugewinnen. 

Obiges Resultat stellt eigentlich den ersten Fall eines 





1) E. Buchner, Chem. Ber. Bd. 39, S, 3201 (1906); P. Mayer, 
Biochem. Zs. Bd. 2, §. 435 (1907). : 


Uber Alkoholgiirung. 131 


sicheren Nachweises der Bildung von Methylglyoxal in biolo- 
gischen Vorgingen dar. Toenniessen und Fischer!) haben 
neulich dariiber berichtet, daB es ihnen gelungen sei, Methyl- 
glyoxal bei der Milchsiurebildung im Muskelgewebe zu ent- 
decken, doch erhielten die genannten Forscher nach Zusatz 
von p-Nitrophenylhydrazin nur winzige Spuren einer Substanz, 
die nicht in krystallinischer Form und in so geringer Menge 
vorlag, da8 ein Umkrystallisieren ausgeschlossen war. Auf 
Grund der Farbenprobe von Dénigés und der Schmelzpunkts- 
bestimmung des angeblichen unreinen Methylglyoxalnitropheny]- 
osazons kommen die Verfasser zum Schlu8, daB tatsichlich 
Methylglyoxal vorlag. Derartige Resultate konnten wir bereits 
vor einem Jahre vorzeigen, hielten es jedoch fiir unstatthaft. 


1) E. Toenniessen u. W. Fischer, Diese Zs. Bd. 161, 8S. 25 
(1926). 
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Uber den Nachweis des Schardingerschen Enzyms 
im Serum. 
Von 


Alfred Gottschalk. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Stidtischen Krankenhauses Stettin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1927.) 


Schardinger’) hat im Jahre 1902 die Beobachtung ge- 
macht, daB ein Gemisch von Methylenblau und Formaldehyd 
in wiBriger Lésung bei 70° durch frische Milch in wenigen 
Minuten entfirbt wird. Fiir sich allein oder in Gegenwart 
gekochter Milch bleibt das Reagens unverindert. Diese sog. 
,schardingersche Reaktion“, die anfangs auf den Bakterien- 
gehalt der Milch zuriickgefiihrt wurde, ist insbesondere durch die 
Untersuchungen von Trommsdorf?) als echte Fermentreak- 
tion erkannt worden. Das Schardingersche System 


ZV 
Ve 


O 
ROC + Mb + H,O + Katalysator —> R-C “4 + MbH, + Katalysator 


H Nou 
Aldehyd Methylenblau Siiure Leukobase 

ist aus zwei Griinden von grofer Bedeutung geworden: einmal 
ist es gelungen, das seiner Natur nach unbekannte spezifische 
Ferment durch einen chemisch definierten Katalysator (kolloi- 
dales Platin, Palladium)*) zu ersetzen, und weiterhin hat sich 
ergeben, daB sich auf das Schema der Schardingerschen 
Reaktion eine groBe Anzahl von biochemischen Vorgiingen 


_— ———e 


1) F. Schardinger, Zs. f. Unters. v. Nahrungs- u. Genu8mittel 
Bd. 5, S. 22 (1902); Chem.-Ztg. Bd. 28, S. 1113 (1908). 

*) Trommsdorf, Zbl. f. Bakt. Bd. 49, S. 291 (1909). 

5) Neuerdings berichten H. Haehn u. A. Piilz (Chem. d. Zelle u. 
Gewebe, Zs. f. d. Probl. d. Girung, Atmung u. Vitaminforschung Bd. 12, 
S. 65 (1924)] iiber ein einfaches Katalysatorsystem dieser Reaktion: Ein 
Gemisch von Glykokoll + Alkaliphosphat (py = 7,1) entfairbt Methylenblau 
in Gegenwart von Aldehyd. Wir kénnen die Angaben dieser Autoren 
bestitigen. 
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zuriickfiihren lift, die die oxydoreduktive Weiterverarbeitung 
intermediir entstehender Spaltprodukte bewerkstelligen. Die 
Schardingersche Reaktion ist eine gekoppelte Reaktion, die 
sich ohne Eingreifen des Luftsauerstoffs abspielt. Dabei ist 
es unndtig, eine primare Spaltung eines Wassermolekiiles an- 
zunehmen, um das gleichzeitige Auftreten von Oxydation und 
Reduktion zu erklairen. Vielmehr wird man gem&B der von 
Wieland vertretenen Anschauung die folgende Formulierung 
sees " 

od ~~ ane 
1. RCC + HO R CHC 

Aldehyd Aldehydhydrat 

2 a ial Mb + Katalysator —-> R-CZ° 
~ \ou J ‘OH 

Aldehydhydrat Saure 

Abnlich liegen die Verhiltnisse bei der sogenannten 
Cannizzaroschen Reaktion: 


R-CHO + R-CHO + H,0 + Katalysator ——> 
Aldehyd Aldehyd 


+ MbH, + Katalysator 


R-COOH + R-CH,OH + Katalysator 
Siiure Alkohol 

Hier ist der Aldehyd selbst Wasserstoffacceptor. Nach 
Bach?) kénnen auch Nitrate die Rolle von Wasserstoffaccep- 
toren im System der biologischen Oxydoreduktionen iiber- 
nehmen., Das Charakteristische und Spezifische der hier er- 
wihnten Fermentreaktionen ist also die Wasserstofiabspaltung 
(Dehydrierung) von einem Wasserstoffdonator (Aldehyd bzw. 
Aldehydhydrat), wohingegen zur Aufnahme yon Wasserstoft 
sehr verschiedene Substanzen geeignet sind. 

Bei der groBen Bedeutung, die den Aldehyden, insbeson- 
dere dem Methylglyoxal und Acetaldehyd, als Durchgangs- 
stufen des intermediiren Kohlenhydratabbaues sowie bei der 
Aufarbeitung der Aminosiuren zukommt, nimmt es nicht wunder, 
daB das Schardingersche Enzym sowie das Ferment der 
Cannizzaroschen Umlagerung in vielen tierischen Geweben 





*) A. Bach, Biochem. Zs. Bd. 31, 8. 443 (1911); Bd. 38, S. 282 
(1911). 
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nachgewiesen worden sind. So haben Battelli und Stern?) 
sowie Parnas”) in den verschiedensten Warmbliiterorganen, 
vornehmlich im Lebergewebe, eine Aldehydmutase gefunden, 
die die reine Dismutation des Aldehyds (Acetaldehyd, Propion- 
aldehyd, Butylaldehyd, Valeraldehyd) in Saure und Alkohol 
beschleunigt, und Abelous und Aloy*) haben gezeigt, daB 
Methylenblau in Gegenwart von Leber + Salicylaldehyd entfarbt 
wird unter gleichzeitiger Bildung von Salicylsiure. Bereits 
vorher hatten Harden und Norris‘) die Reduktion von 
Methylenblau durch Muskel und Acetaldehyd beschrieben. 
Blut fiihrt nach den Angaben von Jaquet®) und Jacoby®) 
kein Aldehyde umwandelndes Ferment (Aldehydrase), nach 
Salkowski‘) sowie Abelous und Biarnés’) sehr wenig. 

Im folgenden wird iiber Untersuchungen berichtet, die 
sich auf den Nachweis des Schardingerschen Enzyms im 
Serum des Menschen erstrecken. Fiigt man zu 1 ccm Serum 
2 ccm einer Methylenblaulésung (1: 20000) und 0,15 ccm frisch 
destillierten Acetaldehyds, so tritt bei Erwirmung auf 65° 
innerhalb weniger Minuten eine Entfirbung ein; dabei wird 
das zu Versuchsbeginn neutral reagierende System lackmus- 
sauer. Schiitteln an der Luft regeneriert die Leukobase wieder 
zu Methylenblau, das dann abermals entfirbt werden kann. 
Dieser Befund konnte an iiber 300 verschiedenen Menschen- 
sera ohne Ausnahme bestitigt werden. Die Reaktion hat 
zwischen 60 und 70° ihr Optimum; nach Erhitzen des Serums 
auf 100° bleibt die Entfarbung aus. Desgleichen tritt ohne 
Zugabe von Acetaldehyd eine Entfairbung nicht ein. Zusatz 





1) F. Battelli u. L. Stern, Biochem. Zs. Bd. 29, S. 130 (1910). 

*) J. Parnas, Biochem. Zs. Bd. 28, S. 247 (1910). 

*) J. Abelous u. J. Aloy, C. R. de la soc. de biol. Bd. 85, S. 331 
(1921). 

*) A. Harden u. R, V. Norris, Biochem. Jl. Bd. 9, S. 330 (1915). 

5) A. Jaquet, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 39, S. 386 (1891). 

6) M. Jacoby, Zs. physiol. Chem. Bd. 30, 8. 135 (1900); Bd. 33, 
S. 128 (1901). 

?) E. Salkowski, Virchows Arch. Bd, 147, 8.1. 

8) J. Abelous u. Biarnés, Arch. de physiol. 1895, S. 195, 239. 
C. R. de la soc. de biol. Bd. 48, S. 97 (1896). 
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von Siure hemmt die Reaktion. Es ist deshalb von Wichtig- 
keit, mit Acetaldehyd zu arbeiten, der durch Destillation iiber 
Calciumcarbonat entsiuert ist. Die Entfarbung des Methylen- 
blaus durch Acetaldehyd in Gegenwart von Serum ist nicht 
an die Anwesenheit von Sauerstoff gekniipft. In der bei- 
gefiigten Tabelle ist das Ergebnis von Versuchen mitgeteilt, 
in denen das System Serum + Methylenblau + Acetaldehyd 
durch Evakuieren von Sauerstoff befreit war. 

Methodik. Zu den Versuchen wurden 1 ccm Serum, 
2 ccm Methylenblaulésung (1:20000) und 0,15 ccm frisch 
destillierten Acetaldehyds in ein Vakuumroéhrchen nach Ahl- 
gren') gegeben und das Rohrchen mittels Wasserstrahlpumpe 
evakuiert. Die evakuierten Réhrchen wurden in ein Wasserbad 
von 65° gebracht und die Entfirbungszeit mittels Stoppuhr 
festgestellt. Bei Anwendung obiger Konzentrationen erfolgt 
der Umschlag recht scharf. Die Umschlagsfarbe ist leicht 
gelbstichig. 








Tabelle. 
Versuch Entfarbungs- Versuch Entfairbungs- 
zeit ‘zeit 
, 3° 00" 9 9’ 45” 
3 2 45 11 3 25 
4 3 10 12 8 15 
" 3 15 13 2 50 
¢ 3 25 14 3 10 
‘ 3 10 15 3 05 
8 $8 20 








Auf Grund dieser Versuchsergebnisse darf als erwiesen 
gelten, daB im menschlichen Serum das Schardingersche 
Enzym vorkommt. 





) G. Ahlgren, Zur Kenntnis der tierischen Gewebsoxydation. 
Lund 1925. 














Acetaldehyd als Zwischenstufe bei der Pentosenvergarung 
durch infizierte Hefe. 


Von 
Alfred Gottschalk. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Stidtischen Krankenhauses Stettin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1927.) 


Die Zucker der 5-Kohlenstoffreihe finden sich in freiem 
Zustande nur ausnahmsweise in der Natur; weit verbreitet 
sind sie jedoch in Form héhermolekularer Polysaccharide als 
Pentosane (C,H,,0,)x, Gebilde, die als Geriistsubstanzen von 
Pflanzen sowie als Bestandteile der Gummiarten, Pflanzen- 
schleime und Pektine von groBer Bedeutung sind. Diese Pento- 
sane (Xylane, Arabane, Arabo-Xylane) kénnen durch hydro- 
lytische Spaltung mittels verdiinnter Mineralsiuren leicht in 
Pentosen iibergefiihrt werden. Ferner kommen in Vegetabilien 
Methylpentosane und Methylpentosen vor, von denen die in 
mehreren Glykosiden nachgewiesene Rhamnose CH,-(CHOH), 
-CHO besondere Erwihnung verdient. SchlieBlich ist d-Ribose 
als hydrolytisches Spaltprodukt der Hefenucleinsiure erkannt 
worden. 

Bei dieser weiten Verbreitung der 5-Kohlenstoffzucker 
in der Pflanzenwelt ist es verstindlich, daB in vielen Vege- 
tabilien Fermente aufgefunden worden sind, die das Pentose- 
molekiil abzubauen vermégen. Insbesondere finden sich unter 
den Kleinlebewesen zahlreiche Organismen, denen diese Zucker 
als Energiequelle dienen kénnen. So teilen manche Spaltpilze 
|-Arabinose in Alkohol, CO,, Essigsiure, H, auf (Salkowski)}); 
auch unterliegt diese Pentose der Milchsdure-, Buttersiure-, 





1) E. Salkowski, Diese Zs. Bd. 30, S. 478 (1900). 
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Oxalsiiure- und Bernsteinsiuregirung.') Unter der Kinwirkung 
von Bac. lactis aerogenes und Bac. cloacae bilden sich Ace- 
thyl-methyl-carbinol und 2,3-Butylenglykol.’) Abnlich ist fiir 
die 1-Xylose erwiesen, da8 sie durch mannigfache Bakterien 
und Pilze einem Abbau unterliegt, wobei als hauptsiichlichste 
Girprodukte neben Kohlensiure und Alkohol Essigsiiure und 
d,l-Milchsiiure entstehen.*) Die Pentosespaltung durch Typhus- 
Paratyphusbazillen erfolgt in so charakteristischer Weise, dab 
sie als Differenzierungsmittel diagnostisch angewandt wird 
(Stern*), Klein®). Von Hefe werden die Zucker der 5-Kohlen- 
stoffreihe nicht oder nur in sehr geringfiigigem Umfange ver- 
goren®); auch Zugabe von vergirbaren Kohlenhydraten indert 
hieran nichts. 

Uber den Chemismus des Pentosenabbaus, insbesondere 
iiber die Natur der durchlaufenen Zwischenprodukte, ist wenig 
bekannt. Nachfolgend werden Versuche mitgeteilt, in denen 
es — in Ubereinstimmung mit dlteren Befunden von Peterson 
und Fred‘) — gelang, Acetaldehyd als Durchgangsstufe 
beim bakteriellen Pentosenabbau nachzuweisen. Als 
Girsubstrate dienten l-Arabinose und 1-Xylose, als Suspensions- 
mittel ein Phosphatgemisch (p,,=6,8), als Enzymmaterial eine 
mit Bact. coli infizierte Hefe. Dabei gingen wir von folgender 
Beobachtung aus. Wurde eine etwa 3°/,ige Arabinoselésung 





1) Ausfihrliche Literaturangaben im Bioch. Handlexikon (E. Abder- 
halden) Bd. II, S. 282 (1911). 

*) A. Harden u. D. Norris, Proc. Royal Soc. London, Serie B, 
Bd. 84, §. 492 (1912); vgl. hierzu auch P. Portier und H. Bierry, 
C. r. Bd. 167, S. 94 (1918). 

3) KE. B. Fred, W. H. Peterson u. A. Davenport, Jl. of Biol. 
Chem. Bd. 39, S. 347 (1920). 

*) W. Stern, Zentralbi. f. Bakt. u. Parasitenk. I. Abt. Bd. 82, 
S. 49 (1918); vgl. hierzu auch K. Schern, Arbeiten aus d. Kais. Ge- 
sundheitsamt Bd. 33, S. 387 (1910). 

°) B. Klein, Deutsch. mediz. Wochenschr. 1927, S. 405. 

*) E. Fischer u. H. Thierfelder, Chem. Ber. Bd. 27, S. 2031 
(1894); P. Lindner, Wochenschr. f. Brauerei Bd. 17, S. 713 u. 762 (1900); 
kK. Buchner u. R. Rapp, Chem. Ber. Bd. 31, S. 1090) 1898). 

’) W. H. Peterson u. E. B. Fred, Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, 
S. 29 (1920). 
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48 Stunden lang mit frischer untergiriger Bierhefe (Bohrisch- 
Brauerei) digeriert, so waren bei Versuchsende durchschnitt- 
lich 73,1°/, der zugesetzten Pentose verschwunden unter gleich- 
zeitiger Bildung von Kohlensiiure, Wasserstoff, Alkohol und 
mit Wasserdampf fliichtigen Fettsiuren. Quantitative Bestim- 
mungen der bei der Pentosenvergirung sich entwickelnden 
Gase ergaben, da8 pro Mol verschwundener 1l-Arabinose bzw. 
l-Xylose durchschnittlich 1 Mol CO, gebildet wird. So be- 


a : g vergorener Pentose 
trigt der Quotient > aie Oi. 


Versuchen 3,6. Bei Bildung von 1 Mol CO, pro Mol vergorener 
Pentose erreicht der obige Quotient den theoretischen Wert 
von 3,4. Die Menge produzierten Wasserstoffs war aufer- 
ordentlich geringfiigig (vgl. Tab. I). 

Bei Anwendung von Trockenhefe in Gegenwart von Toluol 
belief sich der Pentosenschwund im Laufe von 9 Tagen nur 
auf 12,7°/, (Protokoll Nr.1). Auch bei Benutzung von villig 
keimfreier untergiriger Bierhefe (Bierhefe der Hochschul- 
brauerei Berlin) und Innehaltung aseptischer Bedingungen iiber- 
schritt der durch Hefe bewirkte Pentosenabbau nicht 18,5 °/, 
der Theorie (vgl. Tab. Il). Buchner?) erhielt bei Kinwirkung 
von HefepreBsaft auf 3,0g Arabinose in Gegenwart von Toluol 
innerhalb 40 Stunden 50mg CO,; dabei wurde jedoch eine 
15°/, ige Pentoselésung benutzt. 

Aus allen Ansitzen, in denen innerhalb 48 Stunden eine 
weitgehende Pentosenvergirung stattgefunden hatte, konnte ein 
gramnegatives, siure- und gasbildendes, kurzes Stiibchen auf 
Agar in Reinkultur geziichtet werden, das mittels Differential- 
nihrbéden als zur Gruppe der Colibakterien gehérig identi- 
fiziert wurde. Zu unseren Versuchen benutzten wir diese mit 
Bact. coli infizierte Unterhefe, die bei Suspension in Phosphat- 
gemisch (p,,=6,8) gleichmaBige Resultate lieferte. 

Wurde einem Ansatze von 1-Arabinose bzw. 1- Xylose 
+ Phosphatpuffer (p,, = 6,8) + infizierte untergirige Hefe eine 
kleine Menge unlislichen Calciumsulfits als Abfangmittel zu- 
gefiigt und das Gemisch 72 Stunden lang bei 37° stehen ge- 





im Mittel aus sieben 





1) E. u. H. Buchner, Zymasevergiirung 8S. 104 (1903). 
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Tabelle II. 








Ansatz: 3,0 g l-Arabinose bzw. I-Xylose. 
100,0 eem Phosphatgemisch (py = 6,8). 
15g frische untergiirige Hefe der Hochschulbrauerei (keimfrei) 
unter aseptischen Bedingungen bei 37° angesetzt. 
Volumen: 115 ccm. 
5,0 eem Ansatz in Eudiometerrohr bei 37°. 
Menge der bei Versuchs- 
— ge verschwundener 
oo ket Menge ver- ende noch vorhandenen |” _— Pentose 7 
Nr. Be oe Be : . eten | schwundener Pentose | l-Arabinose (bestimmt als g gebildeter CO, Versuchs- 
° ? nach 48 Stdn. ] - Arabinose - diphenyl- ende 
nach 48 Stdn. | nach 48 Stdn. hydrazon) nach 48 Stdn. 
1 0,062 g 0,0 0,462 g l-Arabinose | 5,129 g l-Arabinose- di- 7,4 6,5 
(=15,4°/, d. Th.) phenylhydrazon, entspr. 
2,442 @ 1-Arabinose 
2 0,093 ¢ 0,0 0,507 g 1-Arabinose | 5,036 g 1-Arabinose-di- 5,4 6,3 
(=16,9°/, d. Th.) phenylhydrazon, entspr. 
2,398 g 1-Arabinose 
— 53 6.3 
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lassen, so konnten bei Versuchsende bhetrichtliche Mengen von 
Acetaldehyd nachgewiesen werden. Nimmt man auf Grund 


der in obigen Versuchen ermittelten Werte fiir den Quotienten 


g vergorener Pentose . 
= aeblideter 00, an, dab pro Mol vergorener Pentose 


1 Mol Acetaldehyd gebildet wird, so wurden durchschnittlich 
46,3°/, der theoretischen Ausbeute abgefangen (Protokolle 
Nr. 2—6). Diese Ausbeute ist im Hinblick auf die Unlislich- 
keit des Calciumsulfits, das ein Bodenkérper ist, gut zu nennen. 

Zur zweifelsfreien Identifizierung des mittels Calcium- 
sulfits aus dem Giransatze herausgegriffenen Kérpers als Acet- 
aldehyd wurde die im Abfangversuche erfaSte Substanz in das 
fiir Acetaldehyd charakteristische p-Nitrophenylhydrazon iiber- 
gefiihrt (Protokoll Nr. 7). 

Die Versuche, die die Angabe von Peterson und Fred 
(a. a. QO.) tiber die Bildung von Acetaldehyd durch Pentose ver- 
girende Bakterien bestitigen, liefern einen weiteren Beitrag 
zu der Bedeutsamkeit des Acetaldehyds als Abbaustufe nicht 
nur der Kohlenhydrate mit 6-C-Atomen und ihren polymeren 
Derivaten, sondern auch als Zwischenprodukt der unter Kohlen- 
siureentwicklung vonstatten gehenden Vergirung der in der 
Pflanzenwelt weit verbreiteten Pentosen. Fernerhin scheinen 
uns die obigen Versuchsergebnisse deshalb von Interesse zu 
sein, weil sie einige in der Literatur vorhandene Angaben iiber 
die Pentosenvergirung durch Hefe zu erkliiren vermégen. So 
berichtet Pellet’), daB Arabinose- bzw. Xyloselésungen, denen 
lediglich die fiir die Hefe notwendigen Mineralstoffe zugesetzt 
worden sind, innerhalb weniger Tage durch frische Hefe voll- 
stindig oder nahezu vollstiindig vergoren werden. Die gleichen 
Erscheinungen spielen sich nach diesem Autor bei Zugabe von 
Pentosen zu Zuckerriibenmelasse unter der Einwirkung von 
Hefe ab. Anliche Beobachtungen — jedoch mit geringerer 
Ausbeute an vergorener Pentose — hatten bereits frither 
Cross und Tollens?) mitgeteilt. Neuerdings geben Castel- 








1) H. Pellet, C. R. Bd. 163, S 274 (1916). 
*) W. E. Cross u. B. Tollens, Jl. f. Landw. Bd. 59, 8S. 419 
(1911). 
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Jani und Taylor’) an, da kaufliche Hefesorten sehr hiufig 
imstande sind, Arabinose unter Gasbildung zu zersetzen. Da 
diese Versuche infolge Verwendung frischer Hefe ohne Zusatz 
von Antiseptica ausgefiihrt sind, méchten wir annehmen, daB 
es sich weniger um die Wirkung von Hefefermenten handelt 
als um das Betitigungsergebnis von Bakterien, die sich auf 
dem vorhandenen giinstigen Nahrboden angesiedelt und ver- 
mehrt haben. Eine irgendwie nennenswerte Vergirung von 
Pentosen durch reine Hefe scheint bislang nicht erwiesen. Wohl 
vermégen die 5-C-Zucker heranwachsender Hefe als Kohlen- 
stoffquelle zu dienen (Bokorny.?) 


Dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin sowie der 
Bohrisch-Brauerei in Stettin bin ich fiir die bereitwillige Uber- 
lassung von Bierhefe zu groBem Dank verpflichtet. 


Methodik. 


Das benutzte Phosphatgemisch hatte die Zusammensetzung 
m/20-KH,PO, 
m/20-Na,HPO, 





(Pru = 6,8). 


Die Menge verschwundener 1]-Arabinose bzw. |-Xylose wurde im 
klar filtrierten Ansatze polarimetrisch unter Zugrundelegung der folgenden 
Werte ermittelt: fiir 1-Arabinose [a]p = + 105°, fiir l-Xylose [a])= +19°. 
In den Arabinoseversuchen wurde zur Kontrolle des Polarisationsergeb- 
nisses des 6fteren bei Versuchsende die vorhandene Arabinose quantitativ 
als 1-Arabinose-diphenylhydrazon abgeschieden. Wir gingen dabei nach 
der Vorschrift von Neuberg und Wohlgemuth’) vor und kénnen die 
nahezu quantitative Ausbeute, die diese Autoren mit Hilfe des von ihnen 
angegebenen Verfahrens beschrieben haben, durchaus bestiitigen. Durch 
vorherige Einengung des Ansatzes im Vakuum wurde stets dafiir Sorge 
getragen, dab die Endkonzentration der alkoholischen Arabinoselésung, 
aus der durch Zusatz von Diphenylhydrazin das Hydrazon abgeschieden 
wurde, zum mindesten 1°/,ig war. Das gewonnene 1-Arabinose-diphe- 
nylhydrazon wurde durch Bestimmung des Schmelzpunktes und der 





1) A. Castellani u. A.C. Taylor, Jl. of the Americ. Med. Assoc. 
Nr. 8 (1926). 

2) Th. Bokorny, Allgem. Brauerei- und Hopfenzeitung Bd. 56, 
S. 1645 (1916). 

8) C. Neuberg u. J. Wohlgemuth, Diese Zs. Bd.35, §.31 (1902). 
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optischen Drehung in Neubergs’) Pyridin-Alkoholgemisch identifiziert. 
Bei schnellem Erhitzen lag der Schmelzpunkt zwischen 203 und 205°. ?) 
Die Drehung in Pyridin-Alkohol ergab Werte zwischen +0°40’ und 
+ 0° 42’, 

Zur Bestimmung der bei der Pentosenvergiirung gebildeten Gase 
wurden 5 cem des Ansatzes in ein Eudiometerrohr iiber Quecksilber ge- 
fillt und das Rohr unter Quecksilberverschlu8 im Brutschrank bei 37° 
aufbewahrt. Ein Kontrollversuch ohne Zusatz von Pentose diente zur 
Feststellung der Selbstgiirung. Bei Versuchsende wurde das Volumen 
der im Kontroll- und Hauptansatz gebildeten Gase abgelesen und er- 
mittelt, wieviel von den im Hauptansatze gebildeten Gase durch Kali- 
lauge absorbierbar ist. Das von Kalilauge nicht absorbierte Gas wurde 
infolge seiner Eigenschaft, mit schwach leuchtender Flamme unter Knall- 
bildung zu verbrennen, als Wasserstoff angesprochen. Unter Beriick- 
sichtigung des herrschenden Barometerdruckes und der Versuchstempe- 
ratur wurde das im Versuch ermittelte Gasvolumen gemi8 der Formel 

- Vib 278 
ee ie 
Kubikzentimeter in Gramm umgerechnet und zur Menge verschwundener 
Pentose in Beziehung gesetzt. 


auf Normalverhiltnisse reduziert, die Anzahl erhaltener 


Die Aufarbeitung der Ansiitze, in denen Calciumsulfit als Abfang- 
mittel zugefiigt war, geschah in der gleichen Weise, wie dies friher 
von Neuberg und Gottschalk’) beschrieben worden ist: Neutrali- 
sation mittels CaCO, und Destillation mittels Wasserdampf am ab- 
steigenden Kiihlsystem; Auffangen des Destillates in eisgekiihlter Vor- 
lage und nunmehr mehrmalige direkte Destillation zum Zwecke der 
Konzentrierung der Aldehydlésung. ‘Titration nach Ripper. Es sei 
bemerkt, da8 wir im Abfangversuche ohne Zusatz von Pentose keinen 
nach Ripper titrierbaren Aldehyd erhielten. 


Zwecks Darstellung der p-Nitrophenylhydrazinverbindung des im 
Abfangversuche festgelegten Aldehyds gingen wir von der auf obige 
Weise durch anreichernde Destillation konzentrierten Aldehydlésung aus. 
Zu dieser Lésung wurde die berechnete Menge einer klar filtrierten 
Lésung von essigsaurem p- Nitrophenylhydrazin gegeben, kriftig ge- 
schiittelt, nach 1 Stunde auf der Nutsche abgesaugt und mit verdiinnter 
Essigsiiure nachgewaschen. Alsdann wurde das gewonnene Rohprodukt 
aus verdiinntem Alkohol unter Beigabe einer Spur Tierkohle umkrystalli- 
siert und der Schmelzpunkt bestimmt. 





) C. Neuberg, Chem. Ber. Bd. 32, S. 3386 (1899). 
*) Vgl. hierzu B. Tollens u. A. D. Maurenbrecher, Chem. Ber. 
Bd. 38, S. 500 (1905). 


3) C. Neuberg u. A. Gottschalk, Bioch. Zs. Bd. 146, S. 164 
(1924). 
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Versuchsprotokolle. 
1. 
Ansatz: 1,5 g l-Arabinose. 
50,0 cem Phosphatgemisch (py = 6,8). 
3g untergirige Trockenhefe (Hochschulbrauerei Berlin). 
1,0 cem Toluol. 
Versuchstemperatur = 37°. 

Nach 9 Tagen: Drehung im 1-D-Rohr: + 2°30'4); ¢ = 2,38 °/, l-Ara- 
binose; im Gesamtansatz 1,309 g; mithin verschwunden 0,191 g 1-Ara- 
binose = 12,7 °/, der Theorie. 

> 
Ansatz: 5,0 g 1-Arabinose. 
145,0 cem Phosphatgemisch (py = 6,8). 
28 g frische untergiirige Hefe (Bohrisch). 
Nach 24" Zusatz von 3,0 g Calciumsuliit. 
Versuchstemperatur = 37° 

Drehung nach Sulfitzusatz im 1-D-Rohr: + 2°00’; ¢=2,0°/, 1-Ara- 
binose; im Gesamtansatz 3,440 g. 

Nach 3 Tagen Drehung im 1-D-Rohr: +1° 42’; ¢ = 1,62°/, l-Ara- 
binose; im Gesamtansatz 2,786 g; mithin verschwunden 0,654 g 1-Ara- 
binose, 

Im Gesamtansatz: 100,7 mg Acetaldehyd (nach Ripper titriert) 
= §2,5°/, der Theorie. 

2, 
Ansatz: 3,0 g l-Arabinose. 
110,0 cem Phosphatgemisch (py = 6,8). 
18 g frische untergiirige Hefe (Bohrisch). 
3,0 g Calciumsulfit. 
Versuchstemperatur = 37°. 

Nach 8 Tagen Drehung im 1-D-Rohr: + 1° 28’; ¢ = 1,39°/, l-Ara- 
binose; im Gesamtansatz 1,751 g; mithin verschwunden 1,249 g 1-Ara- 
binose. 

Im Gesamtansatz: 139,2 mg Acetaldehyd (nach Ripper titriert) 
= 38°), der Theorie. : 

Ansatz: 3,0 g l-Arabinose. 
100,0 eem Phosphatgemisch (py = 6,8). 
15 g frische untergiirige Hefe (Bohrisch). 
3,0 g Calciumsulfit. 
Versuchstemperatur = 37°. 

Nach 3 Tagen Drehung im 1-D-Rohr: +1°42 ¢ = 1,62°/, l-Ara- 
binose; im Gesamtansatz 1,863 g; mithin verschwunden 1,137¢g 1-Ara- 
binose. 





1) 1 Grad = 60 Minuten. 


F 





a 
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Im Gesamtansatz: 156,4 mg Acetaldehyd (nach Ripper titriert) 
= 46,9°/, der Theorie. 


d. 
Ansatz: 5,0 g l-Xylose. 
160,0 eem Phosphatgemisch (py, = 6,8). 
25 g frische untergérige Hefe (Bohrisch). 
3,0 g Calciumsulfit. 
Versuchstemperatur = 37°. 
Nach 3 Tagen Drehung im 1-D-Rohr: +0° 18’; c=1,58 °/, 1-Xylose; 
im Gesamtansatz 2,876 g; mithin verschwunden 2,124 ¢ 1-Xylose. 
Im Gesamtansatz: 264,383 mg Acetaldehyd (nach Ripper titriert) 
= 42,4°/, der Theorie. 


6. 
Ansatz: 3,0 g |-Xylose. 
100,0 cem Phosphatgemisch (py, = 6,8). 
18 g frische untergiirige Hefe (Bohrisch). 
3,0 g Calciumsulfit. 
Versuchstemperatur = 37°. 
Nach 4 Tagen Drehung im 1-D-Rohr: + 0°19’; c=1,66°/, 1-Xylose; 
im Gesamtansatz 1,926 g; mithin verschwunden 1,074 g |]-Xylose. 
Im Gesamtansatz: 162,6 mg Acetaldehyd (mach Ripper titriert) 
= 51,6°/, der Theorie. 


Ansatz: 3,0 g l-Arabinose. 
100,0 cem Phosphatgemisch (py = 6,3). 
18 g frische untergirige Hefe (Bohrisch). 
3,0 g Calciumsulfit. 
Versuchstemperatur = 37°. 

Nach 3 Tagen Aufarbeitung des gesamten Ansatzes auf Acet- 
aldehyd (vgl. oben). Nach Einengung der Aldehydlésung durch wieder- 
holte Redestillation auf 30cem wurden 0,6 g p-Nitrophenylhydrazin, in 
Essigsiiure gelést, zugefiigt. Nach 1 Stunde Absaugen des entstandenen 
Hydrazons und Weiterbehandlung, wie im Abschnitt Methodik niiher 
ausgefiihrt. Ausbeute nach zweimaligem Umkrystallisieren: 0,161 g 
Hydrazon. Schmelzpunkt scharf bei 128° (Acetaldehyd-p- Nitropheny]- 
hydrazon). 
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Beitrag zur Chemie des Hypernephroms. 


Von 


Rudolf Schénheimer. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Freiburg i. Br., 
Dir. Prof. Dr. Ludwig Aschoff.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 1927.) 


Uber die sehr reichlichen, in organischen Liésungsmitteln 
léslichen Substanzen der Hypernephrome liegen bisher nur sehr 
wenig chemische Untersuchungen vor. Diese beanspruchen 
insofern ein besonderes Interesse, als sie vielleicht die viel 
diskutierte Frage beantworten kénnen, ob diese Geschwiilste 
Abkémmlinge der Nebenniere sind. Da gerade die ,,Lipoide“ 
der Nebenniere 6fters und sehr eingehend Gegenstand der 
Untersuchung gewesen sind, muBten gerade diejenigen Stoffe 
untersucht und bestimmt werden, die wir bisher als wesent- 
liche Bestandteile des Nebennierenlipoids kennen. 

Die friiheren Untersuchungen (Wells)*), die sich mit der 
quantitativen Bestimmung des Cholesterins und Lecithins be- 
faBten, waren zu einer Zeit ausgefiihrt, als noch keine ein- 
wandfreie Methode zur Bestimmung des ersteren ausgearbeitet 
war, und als es noch unméglich war, sich ein Bild iiber die 
Beziehung des freien zum gebundenen Cholesterin zu machen. 
Trotzdem konnte Wells damals schon zeigen, dab die Zu- 
sammensetzung des ,,Lipoids“ dreier untersuchter Hyper- 
nephrome mit dem der zugehérigen Nebenniere sehr 4hnlich 
war. Die Atherextrakte zeichneten sich alle durch einen sehr 
hohen Phosphatidgehalt aus (21,4—27,7°/, ber. als Lecithin). 
Cholesterin war zu 16,9—22,9°/, bestimmt worden. Fir nor- 





1) Wells, Journ. of Med. Res. Bd. 12, S. 461 (1908). 
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yale Nebenniere waren mit denselben Methoden Werte ge- 
funden worden, die dem entsprachen (33,0°/, Lecithin und 
20,6°/, Cholesterin). 

Die vorliegende Untersuchung, fiir die mir ein Fall eines 
besonders groBen Hypernephroms zur Verfiigung stand, be- 
schiftigte sich weniger mit der quantitativen Zusammensetzung 
(wofiir ja ein einzelner Fall kaum etwas sagen kann), sondern 
sie sollte entscheiden, ob auch in den Hypernephromen Cere- 
broside vorhanden sind, die in der Nebenniere von Rosen- 
heim und Tebb!') mit Sicherheit nachgewiesen waren. Es 
schien aber von vornherein aussichtslos, die Cerebroside, wenn 
sie nicht in besonders groSer Menge anzutreffen waren, als 
solche zu isolieren und zu identifizieren. Die an den Meta- 
stasen vorgenommene Voruntersuchung lieB es daher als besser 
erscheinen, den nach Frankel hergestellten tertiiren Alkohol- 
extrakt auf Galaktose als Spaltprodukt zu untersuchen. 

Aus dem Haupttumor konnte die Galaktose als o-Tolyl- 
hydrazon aus den Spaltprodukten eines dem sog. Protagon 
sehr &hnlichen Koérpers nachgewiesen werden. 

Der Atherextrakt des Tumors wurde auf seinen Gehalt 
an freilem und gebundenem Cholesterin untersucht, ohne daf 
diese Daten zur Entscheidung der Frage nach der Abhingig- 
keit dieser Tumoren von der Nebenniere herangezogen werden. 


Experimenteller Teil. 


Das Material stammte von einem 58jihrigen Manne. EH 
handelte sich um eine mannskopfgroBe Geschwulst der rechten 
Bauchseite. Sie lag in der Gegend des unteren Nierenpols, 
der in dem Tumor aufgegangen war. Der obere Nierenpol 
und die Nebenniere warev noch erhalten. Der Tumor hatte 
eine weilbgelbliche Schnittfliche mit wenigen kleinen Blutungs- 
herden. Er war in die Nierenvene eingebrochen und hatte 
unzahlige Metastasen in der Leber und den Lungen verursacht. 
Auch sonst fanden sich noch eine Menge kleinerer Metastasen 
in anderen Organen. 





*) J. of Physiol. Bd. 38, S. 54 (1909). 
10* 
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Mikroskopisch erwies sich die Geschwulst als ein malignes 
Hypernephrom mit allen charakteristischen Kennzeichen: GroBe, 
sehr stark mit Fett angefiillte, unregelmiBig zusammenliegende 
Zellen. Das Fett gab groBenteils Doppelbrechung. Zwischen 
den Parenchymzellen lag ein feines Bindegewebsstroma, das an 
manchen Stellen zu starken Biindeln verdickt ist. Das Gewebe 
ist sehr gefaBreich, und weist eine groSe Menge von Nekrosen 
auf, in denen gleiche Mengen isotroper und anisotroper Fett- 
tropfen liegen. 

Der 2100 g schwere Tumor hatte vor der chemischen 
Untersuchung leider 20 Stunden in 4°/,ig. Formalin gelegen. Er 
wurde in diinne Scheiben geschnitten und 48 Stunden in flie- 
Bendem Wasser gewaschen. Danach war der Formalingeruch 
vollstiindig geschwunden. 

Aus Lunge und Leber konnten noch weitere 750 g Meta- 
stasen gewonnen werden, die zur quantitativen Bestimmung 
und zu Vorproben benutzt wurden. 

36,75 g wurden mit 30 ¢ Natriumphosphat zerrieben und 
getrocknet. Das fein gepulverte Material wurde 72 Stunden 
im Soxhlet mit Ather extrahiert. 


Atherextrakt: 1,3567 g = 3,69°)). 
0,1357 g Substanz gaben 0,0172 ¢ freies Cholesterin (Digitonin- 
methode nach Windaus). 
0,0524 g Substanz gaben 0,0123 g Gesamtcholesterin (Digitonin- 
methode nach Windaus). 
0,1357 g Substanz gaben 0,001026 g P (Mikromethode nach Embden), 


Gefunden: Berechnet auf Atherextrakt 
Freies Cholesterin: 12,68°/, 
Gesamtcholesterin: 22,71°/, 
Estercholesterin: 10,03°/, 
Cholesterinester (ber. als Oleat: 17,81°/, 
Phosphor: 0,76° 5 
P. ber. ais Lecithin: 19,72°/). 

Der gut gewiisserte Tumor wurde durch den Fleischwolf 
gedreht, in einer groBen Pulverflasche mit 2500 ccm Aceton 
iibergossen und 6fters umgeschiittelt. Nach einer Woche wird 
das Aceton abgegossen, und 3 Liter frisches Aceton zugegeben. 
Nach 2 Monaten wird das Aceton abfiltriert und die extrahierte 
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Substanz im warmen Luftstrom zu einer kérnigen Masse ge- 
trocknet. In der Mihle wird es zu einem staubfeinen Pulver 
zermahlen. In mehreren Portionen wird das Pulver im Soxhlet 
bis zur Erschépfung mit Petrolither (Schmelzp. 30—40°) extra- 
hiert. Nach langerem Stehen fillt aus dem Petroliither eine 
feinkérnige Masse aus, die durch Zentrifugieren abgetrennt wird. 

Das mit Aceton und Petrolither extrahierte Pulver wird 
in drei Portionen mit siedendem 96°/, igen Alkohol iibergossen 
und 5 Minuten auf dem Wasserbad im Kochen erhalten. Diese 
Manipulation wird dreimal wiederholt. Die vereinigten Alkohol- 
extrakte werden im Vakuum bei 45° auf etwa 1 Liter ein- 
geengt und 24 Stunden in Eis gehalten. Dabei schied sich 
eine feinpulverige Masse ab, die sich leicht filtrieren lieB 
(5,3 g). Die Mutterlauge wird auf etwa 300 ccm eingeengt 
und in EKiskaltemischung gehalten. Dabei schieden sich wei- 
tere 3,3 g ab. Bei weiterem Hinengen konnten noch dlige 
Massen gewonnen werden, die nach der unten geschilderten 
Spaltung Zuckerreaktion gaben. Sie wurden nicht weiter ver- 
arbeitet. 

Die Niederschlige wurden mehrere Stunden im Soxhlet 
mit Petrolither extrahiert, wobei ein Teil durch die Flieb- 
papierhiille hindurchging. Er konnte durch Zentrifugieren 
wieder abgetrennt werden. 

Die Masse wurde zweimal aus 96°/,igem Alkohol umkry- 
stallisiert. Beim ersten Male ging ein betrichtlicher Teil nicht 
in Lésung sondern blieb als dunkelgefirbtes, leicht erstarrendes 
Ol zuriick. 

Ks resultierte eine ganz leicht gelblich gefarbte Substanz, 
die aus feinen, kuglig angeordneten Nadeln bestand. Sie ist 
schwer léslich in kaltem, leicht in warmem Alkohol, leicht in 
kaltem Chloroform und Pyridin. Sie enthielt 1,01°/, P (Mikro- 
Embden). 

Mit Wasser quillt sie langsam zu stark doppelbrechenden, 
myelinartigen Figuren. Wegen der verhiltnismiBig geringen 
zur Verfiigung stehenden Menge, mubte auf eine eingehende 
Untersuchung der Substanz verzichtet werden. Ihren Kigen- 
schaften nach fibnelt sie dem sog. Protagon. 
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Zur Spaltung wurden 4,0 g Substanz in zwei Portionen in 
20 com 1?/,°/, iger Schwefelsiiture aufgeschwemmt und im Auto- 
klaven 5 Stunden auf 105° erhitzt. Die goldgelbe Fliissigkeit 
wird von dem Ungelésten getrennt, der Riickstand auf dem 
Wasserbad 2 Stunden mit 20 ccm 1°/, iger Schwefelsiure dige- 
riert und Filtrate und Waschwisser vereinigt. Die Lésung wird 
mit Baryt leicht alkalisch gemacht, filtriert (um zugleich mit 
der Schwefelsiiure die bei der Spaltung freiwerdende Phosphor- 
siure zu entfernen). Das Filtrat wird mit so viel Schwefelsiure 
versetzt, dafS kein Barium mehr ausfillt. In der Lésung 
wurden durch Titration 0,352 g Zucker (ber. auf Galaktose) 
gefunden. 

Die auf 100 ccm im Vakuum eingeengte Fliissigkeit wird 
mit wenig Tierkohle entfirbt und weiter im Vakuum auf etwa 
10—15 ccm eingeengt. Die Lésung wird mit wenig Wasser 
in ein kleines, sehr diinnwandiges Schilchen gebracht und iiber 
Schwefelsiure im Vakuumexsiccator zur Trockne eingedunstet. 
Es hinterbleibt ein goldgelber, ziher, siiB schmeckender Sirup, 
der, nachdem er mit wenig absolutem Alkohol iibergossen war, 
innerhalb von 10 Tagen vollstindig krystallisierte. Er enthielt 
noch eine Spur anorganischer Beimengung, Zur Reinigung 
wurde das Schilchen in einer Reibschale zertriimmert, mit 
dem Inhalt zu einem staubfeinen Pulver zerrieben und mit 
96°/,igem Alkohol ausgekocht. 

Der leicht gelbgefirbte Alkohol wurde im Vakuum bei 
45° auf etwa 15 ccm eingeengt. Am nichsten Tage hatte sich 
eine grob krystallisierte Masse abgesetzt. Sie schmeckte stark 
siB, gab eine positive Trommersche und Molischsche Probe. 
Die alkalische Lésung firbte sich beim Kochen dunkelbraun. 

Zur Identifizierung als Galaktose wurde nach dem Vor- 
schlag v. d. Haar!) das Tolylhydrazon dargestellt: 150 mg 
Substanz wurden mit 3 Tropfen Wasser, 3 ccm Alkohol und 
150 mg o-Tolylhydrazin versetzt und '1/, Stunde auf dem 
Wasserbad erhitzt. Der verdampfte Alkohol wurde 6fters 
durch neuen ersetzt. Dabei ging der Zucker in Lésung. Nach 


——— 


1) y.d. Haar, Anleitung zum Nachweis der Monosaccharide und 
Aldehydsiuren. Berlin 1920, S. 206. 
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dem Abkiihlen schied sich eine gelbliche Krystallisation ab, 
die einmal aus Alkohol und einmal aus Wasser umkrystalli- 
siert wurde. 

Die Substanz bestand aus feinen, langen Nadeln von der- 
selben Form wie das aus kiuflicher Galaktose hergestellte 
Hydrazon. Bei schnellem Erhitzen schmolz sie bei 175°. 
(Nach v. d. Haar 176°.) Der Mischschmelzpunkt mit dem 
o-Tolylhydrazon aus kéuflicher Galaktose (174,5°) war 175°. 

4,493 mg Substanz gaben 2,830 mg H,O, 9,020 mg CQ,. 

4,596 mg - »  2,930mg ,, 9,220mg ,,. 

4,800 mg “ 5 0,394 eem N, (761 mm, 19°). 

5,020 mg - » 0,417 ecem N, (761 mm, 20°). 


Ber. C 54,74°/, H 7,36, N 9,82, 
Gef. ,, 54,75 54,70 ,» 7,05 7,18 9,61 9,69. 
Zu weiterer Untersuchung reichte die kleine Menge des 
Zuckers nicht aus. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaift 
deutscher Wissenschaft ausgefiihrt, der auch an dieser Stelle 
unser Dank gesagt wird. 











Kine einfache Darstellungsmethode 
des Tetramethylhimatoporphyrin—Eisensalzes. 


Von 
H. Fischer und F. Lindner. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der ‘Techn. Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, Mai 1927.) 


Unter dem Einflu8 von Alkohol~Schwefelsiiure auf Himin 
in der Siedehitze erleidet dieses eine Veriinderung, die zur 
Annahme fihrte, die ungesittigten Seitenketten des Hiimins 
seien in die des Hamatoporphyrins') iibergegangen. Vor 
einem halben Jahr veréffentlichten wir dann kurz’) die Be- 
‘weise hierfiir. Es war uns gelungen, das Eisensalz des Hiimato- 
porphyrins, das aus Himin durch langes Erhitzen mit Me- 
thylalkohol—Schwefelsiure erhalten worden war, in gewoéhn- 
liches Himin im Hochvakuum umzuwandeln unter denselben 
Bedingungen, wie friiher der Ubergang des Tetramethylhimato- 
porphyrins in Ooporphyrinester vollzogen worden war. Auf- 
fallenderweise gelang es jedoch nicht, den Dimethylester des 
Himins in krystallisiertem Zustand zu erhalten. Die Ge- 
wichtsabnahme an Methylalkohol betrug jedoch genau 2 Mol. 
Die Abspaltung des Eisens mit Hilfe von Ameisensiure—Hisen 
ergab spektroskopisch Protoporphyrin. Es muf jedoch mit diesem 
irgendeine Umwandlung erfolgt sein, denn in Hisessig—Ather 
war es unléslich. Mit Hydrazin—Hisessig konnte ein Ester vom 
Schmelzp. 210° isoliert werden. Das nach obiger Methode leicht 
zuginglich gewordene Kisenkomplexsalz des Tetramethylhamato- 
porphyrins hat keinen charakteristischen Schmelzpunkt. Wir 


1) Diese Zs. Bd. 150, S. 61 (1925). 
2) Diese Zs. Bd. 161, S. 31 (1926). 
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beobachteten auch verschiedene Krystallformen. Frisch dar- 
gestellt, schmolz das krystallisierte Priparat bei 185°; nach 
dem Umkrystallisieren war meist bis 300° kein Schmelzpunkt 
zu beobachten, gelegentlich wurde er bei 225° beobachtet. 
Woher diese Abweichungen kommen, kann verschiedene Griinde 
haben. Beim Tetramethylhimatoporphyrin, das von Kiister 
und Willstaitter zuerst isoliert wurde, konnten mit R. Miller’) 
vier verschiedene isomere Kérper festgestellt werden, die sich 
durch den Schmelzpunkt scharf unterschieden und ihnliche 
Verhialtnisse kénnten deshalb auch hier vorliegen. Kin Ver- 
gleich mit synthetisch dargestelltem Tetramethylhimatopor- 
phyrin—Eisenkomplexsalz war nicht méglich, da der so ge- 
wonnene Koérper keinen Schmelzpunkt besaB. Stérend ist 
auch die auBerordentlich leichte partielle Verseifung der syn- 
thetisch gewonnenen LEisenverbindung, denn die Methoxyl- 
bestimmung des mit R. Miller erhaltenen Praparats ergab 
Werte, die auf das Vorhandensein von nur zwei Methoxy- 
gruppen hinwiesen. 

Der Abbau des Tetramethylhimatoporphyrin—Kisenkomplex- 
salzes, der mit Herrn Hummel durchgefiihrt wurde, ergab 
weitere Beweise fiir die Berechtigung der angenommenen 
Struktur. Die Oxydation verlief genau so, wie sie Kiister 
beim Tetramethylhimatoporphyrin festgestellt hatte. Wir er- 
hielten das methoxylierte Imid vom Schmelzp. 64° der Formel 
C,H,,O,N, das wir durch Mischschmelzpunkt und Analyse 
mit dem Imid aus Tetramethylhimatoporphyrin identifizierten. 
Die Ausbeute entsprach der Theorie, sie betrug etwa 60°/, 
fir 1 Mol. des Imids. Das komplex gebundene Hisen labt 
sich mit Hilfe von Eisessigbromwasserstoff aus dem Tetra- 
methylhimatoporphyrin unter gleichzeitiger Verseifung ent- 
fernen und wir erhielten Himatoporphyrin in krystalli- 
siertem Zustand. Die Reduktion zu Mesoporphyrin gelang 
ebenfalls, auch mit Kaliummethylat verlief sie befriedigend 
und wir identifizierten das Mesoporphyrin durch Chlorhydrat 
und seinen bei 209° schmelzenden Methylester. 





) Diese Zs. Bd. 142, §. 171 (1925). 
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Selbstverstiindlich haben wir die Methylalkoholanlagerung 
(auch die von Athyl- und Propylalkohol scheint zu gehen) 
noch mit anderen Siiuren versucht. Ejinen positiven Erfolg 
konnten wir nur durch Bromwasserstoffsiiure erzielen. Inter- 
essant verlief die Kinwirkung von 3°/,iger alkcholischer Salz- 
siiure. Das Eisen wurde quantitativ abgespalten und nach 
den chemischen Eigenschaften und dem_ spektroskopischen 
Verhalten entstand Tetramethylhimatoporphyrin in guter Aus- 
beute. Hierbei muf jedoch eine Veriinderung sekundirer Art 
eingetreten sein, denn die Krystallisation gelang nur teilweise. 

Natiirlich unterwarfen wir auch Protoporphyrin der Einwirkung 
von Alkohol-Schwefelsiiure. Die Anlagerungsreaktion miBlang iiber- 
raschenderweise, es wurde lediglich Protoporphyrinester gewonnen. 
Auch mit Hilfe von Bromwasserstoffsiure-Methylalkohol konnte der 
Ubergang in Tetramethylhimatoporphyrin nicht erreicht werden. 

DaB aus Himin mit Hilfe von Chlorwasserstoff—Methyl- 
alkohol das Eisen abgespalten wird, hat uns an sich nicht 
iiberrascht, denn mit Hilmer hatten wir beim Koprohaimin 
bereits festgestellt, da& dieses mit Methylalkohol—Chlorwasser- 
stoff verestert, glatt Koproester in quantitativer Ausbeute gibt. 
Auch Deuterohimin gibt sein Kisen durch Behandlung mit 
Methylalkohol—Schwefelsiure leicht ab, wie neuerdings mit 
Hilmer festgestellt wurde, und man kann so die Isolierung des 
Deuteroporphyrins vereinfachen, wie im experimentellen Teil 
des Niheren zu ersehen ist. Wir beabsichtigen, die Reaktion 
bei allen EKisenkomplexsalzen der Porphyrine zu untersuchen 
und werden dann auf die Diskussion iiber den etwaigen 
Unterschied in der Konstitution der Seitenketten des Hiimins 
und des Protoporphyrins niher eingehen, wie iiberhaupt die 
Veréffentlichung der Gesamtresultate erst zu einem spiteren 
Zeitpunkt beabsichtigt war; sie erfolgt lediglich deshalb, weil 
von anderer Seite!) spektroskopische Befunde bei der Kinwir- 
kung von Chlorwasserstoff und Alkohol auf Himin verdéffent- 
licht wurden, die zu der Annahme fiihrten, daB eine Absiitti- 
gung mehrfacher Bindungen erfolge. Ein Hinweis auf unsere 
eingangs zitierten iilteren Befunde, die den Reaktionsverlauf 


1) Diese Zs. Bd. 166, S. 9 (1927). 
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der Einwirkung von Schwefelsiure—Alkohol auf Blutfarbstoff 
in obigem Sinne bereits aufgeklirt haben, fehlt. 

Versuche, Ameisensiiure an Hiimin anzulagern, um so zu 
einer Tetracarbonsiure zu gelangen, schlugen fehl. Kein An- 
zeichen fiir eine Tetracarbonsiiure konnte gewonnen werden, 
lediglich Mesoporphyrin resultierte unter bestimmten Bedin- 
gungen in Bestitigung friiherer Beobachtungen.?) 

Weiterhin soll im Hinblick auf die soeben erschienene 
Arbeit von W. Kiister?’) iiber Oxydationsresultate an Proto- 
porphyrin berichtet werden. Die Oxydation von Protoporphyrin, 
das 3—4mal umkrystallisiert war, ergab regelmifig Methyl- 
ithylmaleinimid in minimaler Ausbeute, aus 1 ¢ so viel, dab 
eben der Schmelz- und Mischschmelzpunkt mit synthetischem 
Methylithylmaleinimid genommen werden konnte. Kine De- 
pression trat nicht ein. Die Darstellung war nach dem 
Ameisensiureverfahren erfolgt und deshalb muBte immerhin 
an die Méglichkeit gedacht werden, da eventuell Meso- 
porphyrin noch in Spuren dem Protoporphyrin anhaften wiirde; 
allerdings hitte sich dieses spektroskopisch unbedingt be- 
merkbar machen miissen und das verwendete Protoporphyrin 
war spektroskopisch rein. Nichts desto trotz fiihrten wir doch 
den Versuch noch mehrmals mit Protoporphyrin aus, das aus 
Hiimochromogen dargestellt war. Hier ist schon der ganzen 
Gewinnung nach ein Gehalt von Mesoporphyrin wohl aus- 
geschlossen. Auch hier ergab sich bei der Oxydation Methyl- 
ithylmaleinimid; die Ausbeute war aber auch aus 1g so 
minimal, daB nur der Schmelz- und Mischschmelzpunkt ge- 
nommen werden konnte. Nachdem nun Kiister in der eben 
zitierten Arbeit iiber den Befund eines einbasischen Porphy- 
rins von der Formel C,,H,.O,N,Br aus Himin, womit eine 
weitere Analogie zum Chlorophyllabbau hergestellt ist, be- 
_richtet, wiire es ja nicht giinzlich ausgeschlossen, daB auch 
unter den bei der Oxydation bei uns vorhandenen Bedin- 
gungen partielle Decarboxylierung von Siuregruppen ein- 
getreten ist und so sich der Befund des Imids erklirt. 





1) Diese Zs. Bd. 154, 8. 39 (1926). Vgl. auch S. 8. 
*) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1141 (1927). 
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Zum Schlu8 geben wir noch kurz die spektroskopischen 
Daten der Derivate des Deuteroporphyrins an. 


i. Deuteroporphyrin-Eisensalz: 

In Pyridin + Hydrazin: 

I. 544,8, IL. 515,6. 
2. Ester in Chloroform: 

I. 619,9; IL. 574,9; II. 565,5; IV. 52,8; V. 497,1. 
3. Deuteroporphyrin-Cu-Salz: 

In Eisessig: I. 558,6; II. 521,1. 

In Pyridin: I. 561,0; IJ. 526,0. 

In n/10-NaOH: I. 564,1; LL. 530,6. 
4, Cu-Salz—Ester in Chlorotorm: 

I. 559,8; II. 522,4. 
5. Dibrom—Deuteroporphyrinester: 

In Chloroform: I. 624,5; II. 579,9; ILI. 568,9; IV. 534,0; V. 500,0. 
6. Deuteroporphyrin in n/10-NaOH: 

I. 615,8; Il. 563,8; III. 537,8; [V. 502,5. 


Versuche. 


Darstellung des Tetramethylhamatoporphyrin— 
Eisenkomplexsalzes. 


5 ¢ Haimin wurden mit 300 ccm Methylalkohol und 6 ccm 
konz. Schwefelsiiure 48 Stunden im Olbad am RiickfluB zum 
Sieden erhitzt. Nach dieser Zeit zeigte eine entnommene 
Probe ein vollstindig verschobenes Hamochromogenspektrum 
bei 548,83. Nunmehr wurde in der Siedehitze mit 15 ccm 
konzentrierter Salzsiure versetzt und nach dem Abkiihlen 
sofort von einer amorphen Abscheidung abfiltriert. Beim Stehen 
des Filtrats krystallisierte das gebildete Hisensalz aus. Es 
wurde zweimal nach je 12 Stunden Stehen abgesaugt, das 
letzte Filtrat nochmals in der Hitze mit 15 ccm konzentrierter 
HCl versetzt, worauf bei lingerem Stehen nochmals eine 
gréBere Menge Ejisensalz auskrystallisierte. Die einzelnen 
Fraktionen zeigten iibereinstimmend einen Schmelzpunkt unter 
Aufblihen bei 185°, der Krystallform nach waren es meist 
fast quadratische Blittchen, in einigen Fallen wurden auch 
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spitze Prismen beobachtet. Beim Umkrystallisieren, am besten 
aus Chloroform—Methylalkohol oder Benzol, wurden nur die fast 
quadratischen Blittchen beobachtet. In den meisten Fallen 
zeigte die umkrystallisierte Substanz keinen Schmelzpunkt 
mehr beim Erhitzen bis iiber 300°. In einem Fall wurde ein 
Schmelzpunkt von 225° beobachtet. Ausbeute 2,7—2,8 g. 

3,818 mg Substanz gaben 8,633 mg CO,, 2,070 mg H,O, 0,389 mg 
Fe,O,. 

3,035 mg Substanz gaben 6,863 mg CO,, 1,650 mg H,O, 0,329 mg 
Fe,O,. 

3,350 mg Substanz gaben 7,531 mg CO,, 1,785 mg H,O, 0,385 mg 
Fe,0,. 

2,657 mg Substanz gaben 5,977 mg CO,, 1,430 mg H,O, 0,290 mg 
Fe,Q,. 

5,014 mg Substanz gaben 0,347 ecm N (17°, 711 mm). 


C,,H,,0,N,FeCl. 
Ber.: C = 61,30% H=5,95%, Fe= 7,519, N= 7,53% 
Gef.: 61,67 6,06 7,13 - 
61,67 6,07 7,58 _ 
61,31 5,96 8,03 oo 
61,34 6,02 7,63 7,61 


Zum Vergleich wurde aus Tetramethylhimatoporphyrin 
(Schmelzp. 189°) mit Eisenchlorid in Kisessig das Fe-Salz dar- 
gestellt und aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert. 
Dieses Produkt zeigte jedoch keinen Schmelzpunkt, weshalb auf 
die Darstellung der Kisensalze simtlicher Isomeren des Tetra- 
methylhimatoporphyrins vorliufig verzichtet wurde. 


Versuche zur Methylalkoholanlagerung mit anderen Sauren. 

Versuch II: 1 g Himin + 50 ccm Ameisensiiure + 50 ccm 
Methylalkohol im Olbad bei 100° Badtemperatur erhitzt. Nach 
20 und ebenso nach 56 Stunden keine Anderung des Himo- 
chromogenspektrums. 

Versuch III: 1 g Himin + 5 ccm Ameisensiure + 100ccm 
Methylalkohol wie IJ. Keine Anderung des Hiimochromogen- 
spektrums. 

Versuch IV: 0,5 g Himin + 50 ccm Methylalkohol + 2°/, 
HBr (gasférmig eingeleitet). Nach 24 Stunden keine Ande- 
rung. Jetzt 2 ccm konzentrierte Bromwasserstofisiure zu- 
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gegeben und weitere 20 Stunden erhitzt, worauf ein Doppel- 
spektrum auftrat. 

I. 556; II. 547,5. 

Versuch mit Phosphorsiure ebenfalls negativ. 


Versuche zur Methylalkoholanlagerung an Protoporphyrin. 


0,4 g Protoporphyrin wurden mit 100 ccm Methylalkohol und 
2ccm Schwefelsiure 48 Stunden am Riickflu8 erhitzt. Es entstand 
kein Tetramethylhimatoporphyrin, sondern es lieB sich quan- 
titativ der Protoporphyrinester zuriickgewinnen. Schmelzp. 226° 

Auch mit Methylalkohol und 2°/, HBr konnte kein Uber- 
gang zum 'etramethylhimatoporphyrin erreicht werden. Nach 
48 Stunden zeigte das Porphyrin ein verwaschenes Spektrum 
mit dem I. Streifen auf 627. 


Versuche zur Methylalkoholabspaltung aus dem Kisensalz. 


Zur Methylalkoholabspaltung wurde im Hochvakuum bei 
155° erhitzt, wobei die Abspaltung unter Aufblahen nach 
kurzer Zeit eintrat, nach 20 Minuten war meist Gewichts- 
konstanz erreicht. Die Gewichtsabnahme stimmte stets genau 
auf 2 Mol. Methylalkohol. So wurde beobachtet: 

60,1 mg Substanz gaben 5,3 mg. Ber.: 5,17 mg. 

147,9 mg Substanz gaben 13,1 mg. Ber.: 12,9 mg. 

147,0 mg Substanz gaben 13,2 mg. Ber.: 12,5 mg. 

Theoretisch miiBte man in glatter Reaktion zum Dimethyl- 
ester des Hiimins gelangen, jedoch scheint die Reaktion nicht 
glatt zu verlaufen. Es gelang nimlich trotz vieler Bemiithungen 
nicht, das Reaktionsprodukt in deutlichen Krystallen zu er- 
halten, Bei der Behandlung mit Ameisensiure—Eisen ent- 
steht zwar quantitativ Porphyrin, das jedoch von Proto- 
porphyrin offenbar verschieden ist, so ist es in Kisessig—Ather 
vollstiindig unléslich. Mit Hydrazin—Kisessig wurde in aller- 
dings schlechter Ausbeute Protoporphyrin erhalten. 

Spektrum in Ather: 

I. 682 usw. 

Es wurde in Ester verwandelt, der in Chloroform das 
richtige Spektrum zeigte: 

I. 630,7 usw. 





i ; 
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Nach einmaligem Umkrystallisieren wurde nach Sintern 
ein Schmelzpunkt von 210° beobachtet. Beim nochmaligen 
Umkrystallisieren ging das Priparat leider verloren. 


Versuche zur Ameisensaureanlagerung an Hamin. 


I. 1 g Himin + 50 ccm Ameisensiure im Olbad bei 90°. 
Nach 70 Stunden keine Verschiebung des Spektrums. 

II. 0,5 g Himin + 50 ccm Pyridin + 5 com Ameisensiure 
wie I. 

III. Bombenrohrversuche. 

a) 0,1 g Himin + 20 com Ameisensiure. 

b) 0,1 g Himin + 20 ccm Pyridin + 2 ccm Ameisensiure. 

c) 0,1 g Protoporphyrin + 20 ccm Pyridin + 2 ccm Ameisen- 
saure. 

d) 0,1 g Protoporphyrin + 20 ccm Ameisensiure. 

Simtliche Versuche wurden 1 Stunde und spiater noch- | 
mals 3 Stunden auf 155° erhitzt. Ergebnis: 

a) Verwaschenes Porphyrinspektrum. 

b) Himochromogenspektrum: Doppelstreifen I. 556; IL 
548,7 (nach 1 Stunde); nach weiteren 3 Stunden J. 548,2. 

Im Vakuum zur Trockne gebracht und mit Bromwasser- 
stoff—Kisessig auf Porphyrin verarbeitet. (Spektrum: I. 623,5; usw.) 

Das Porphyrin gab ein schwer lésliches Na-Salz (Meso- 
porphyrin); die Mutterlauge des Na-Salzes wurde auf Ester 
verarbeitet. 

c) Keine deutliche Verschiebung des Spektrums. 

d) Porphyrinspektrum auf 623 verschoben; das Porphyrin 
gibt ein schwer lésliches Natriumsalz (Mesoporphyrin). 

IV. 0,5 g Himin + 50 ccm Pyridin + 5 ccm Ameisensiure 
bei gewohnlicher Temperatur aufbewahrt. Nach 10 Tagen 
zeigt das Himochromogenspektrum einen deutlichen Nach- 
schatten. Nach monatelangem Stehen war der Himochromogen- 
Streifen deutlich bei 548 sichtbar. Die Verarbeitung auf Por- 
phyrin ergab itherunlésliches, jedoch kein krystallisiertes 
Porphyrin. Die Versuche sollen gelegentlich wiederholt werden. 
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Verseifung des Tetramethylhamatoporphyrin—Eisensalzes. 


0,1 g Kisensalz wurden mit methylalkoholisch wifBriger 
NaOH 1 Stunde am Riickflu8 erhitzt, der Methyalkohol ab- 
gedampft, die alkalische Lésung filtriert, mit Salzsiure das 
Hisensalz gefillt. Aus HCl-haltigem Aceton wurden beim 
Kindunsten schéne Krystalle erhalten, ebenso laBt sich die 
Substanz aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisieren. 


Anlagerung von Athyl- und Propylalkohol an Hamin. 


1g Haimin + 100 ccm absoluten Alkohol + 2 ccm kon- 
zentrierte Schwefelsiure wurden am RiickfluB zum Sieden 
erhitzt. Nach 48 Stunden Himochromogenspektrum: I. sehr 
schwach 556; II. 548.5; nach weiteren 24 Stunden war der 
erste Streifen vollstindig verschwunden. Die weitere Aui- 
arbeitung erfolgt wie bei den Methylalkoholversuchen. 

0,5 g Haimin + 50 ccm Propylalkohol + 1 ccm konzen- 
trierte Schwefelsiure wie oben. Nach 48 Stunden deutliches 
Doppelspektrum. Nach weiteren 24 Stunden: Haimochromogen- 
spektrum: verwaschener Streifen um 550. 


Einwirkung von Chlorwasserstoff-Methylalkohol auf Koprohamin 
(Hilmer), 

Koprohimin wurde mit Methylalkohol—Chlorwasserstoft 
stehen gelassen. Schon nach mehreren Stunden verfirbte sich 
die Lésung und schlug nach etwa 8 Stunden in ein intensives 
Rot-Violett um. Es war ein intensives saures Porphyrin- 
spektrum zu beobachten. Methylalkohol—Chlorwasserstoff wurde 
im Vakuum abgedampft, der Riickstand nach Abstumpfen mit 
Sodalésung in Chloroform aufgenommen und mit Methyl- 
alkohol gefillt. Der Ester krystallisierte in groBen Nadeln 
vom richtigen Schmelzpunkt 248°. Auch der spektroskopische 
Befund stimmte mit dem Ester des Koproporphyrins iiberein. 


Isolierung von Deuteroporphyrin aus Blutfaiulnisversuchen 
(Hilmer). 


Die Aufarbeitung der Blutfaulnisversuche auf Deutero- 
himin erfolgte zunichst nach den Angaben von H. Fischer 
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und Hilmer nach der Moérnermethode. Der das Hamin 
enthaltende PreSkuchen wurde mit 90°/,igem Methylalkohol, 
wie dort angegeben, angerieben, abgeprebi und nun sofort mit 
Methylalkohol—Chlorwasserstoff versetzt und iiber Nacht stehen 
gelassen. Man erhalt so direkt Deuteroporphyrin, von dem 
nur ein Teil verestert war. Die Hauptmenge ist freies Por- 
phyrin. Deshalb wird zweckmibig der nach dem Abdampfen 
von Methylalkohol—Chlorwasserstoff hinterbleibende Riickstand 
mit Salzsiure unter Erwarmen in Loésung gebracht. Aus 
der salzsauren Lésung wurde dann das Porphyrin durch Zu- 
satz von Natronlauge als Natronsalz gefallt, das Natronsalz 
abgesaugt, in Hisessig gelést und dann in der friiher angege- 
benen Weise fraktioniert. Die endgiiltige Isolerung erfolgt 
dann als Ester. 

Die nunmehr beschriebenen Versuche wurden von Herrn 
Hummel ausgefiihrt. 


Oxydation des Tetramethylhamatoporphyrin-Eisenkomplexsalzes. 

1g Tetramethylhiimatoporphyrin-Kisensalz wurde mit 70cem 
20°/,iger Schwefelsiure und dann mit einer konzentrierten 
Lisung von 1,8 g Chromsiure langsam versetzt und auf dem 
Wasserbad einige Zeit auf 60° erwirmt. Der zuerst entstehende 
rote Niederschlag geht hierbei wieder in Lésung. Nach Stehen 
iiber Nacht ist die Chromsaure verbraucht. Man ithert 8- bis 
10mal aus, trennt die sauren Bestandteile von den basischen 
mit 7°/,iger Sodalésung. Beim EKindampfen des Athers, der 
die basischen Bestandteile enthalt, bekommt man einen dligen 
Riickstand, der nach mehrtigigem Stehen im Vakuumexsiccator 
in einer Ausbeute von 0,11 g (Theorie auf 1 Mol. Imid be- 
rechnet 0,2 g) priichtig krystallisierte. Schmelzp.54° Zur 
Reinigung wird das Imid im Olbad bei 130° im Vakuum 
sublimiert und man erhilt es so in weifen langen Nadeln, die 
zu Rosetten vereinigt sind. Schmelzp. 64°. 

Zur Analyse wurde der Kérper ein zweites Mal bei 90° 
im Vakuum sublimiert. 

3,415 mg Substanz gaben 7,110 mg CO,, 2,020 mg H,0. 

C;,0,,0;N Ber. C 56,77°, H 6,56°/, 
Gef. ,, 56,78 » 6,62 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVIII. 11 
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Mit dem aus 'l'etramethylhimatoporphyrin erhaltenen [mid 
wurde keine Depression erhalten. Der Sodaauszug wurde 
schwefelsauer gemacht und 8—4mal ausgeiithert und der Ather 
verdampft. Im Vakuum krystallisierte die Siure in Drusen 
aus in einer Ausbeute von 0,19 g, Schmelzp. 75°. Man erhitzt 
sie zur Verseifung der Imidogruppe mit Barytlauge 2 Stunden 
am Wasserbad und zersetzt nach Stehen tiber Nacht das 
Bariumsalz der Hamatinsiure (Anhydrid) mit verdiinnter Salz- 
siure unter schwachem Erwiirmen auf dem Wasserbad, extrahiert 
mit Ather, verduustet diesen und erhilt die Siure in langen 
verzweigten Nadeln vom Schmelzp. 90°. Zur Reinigung lost man 
in heibem Wasser, filtriert und dunstet im Vakuumexsiccator 
iiber Schwefelsiure und Natron ein und bekommt so die reine 
Saure vom Schmelzp. 95°. 

Die bei der Darstellung des Tetramethylhimatoporphyrin- 
Eisensalzes in gréBerer Menge anfallenden amorphen Massen 
wurden zur Gewinnung von Imid ebenfalls der Oxydation unter- 
worfen, jedoch konnte als basischer Bestandteil lediglich ein 
gelbes, ziihes Ol erhalten werden, das selbst nach wochenlangem 
Stehen im Vakuumexsiccator nicht krystallisierte. 


Hamin mit Methylalkohol—Salzsaure. 


5 g Himin wurden mit 300 ccm 38°/, Salzsiure ent- 
haltenden Methylalkohol im Olbad am RiickfluB 40 Stunden 
erhitzt. Nach etwa 5 Stunden beobachtet man Porphyrin- 
spektrum. Nach 20 Stunden Kochen: 

In Pyridin: 

I. 627,5—620,0; II. (598.5—595,9); ILL. 588,2.. . 583,6—564,7 ; 

623,6 . 59 574,1 
iV. 547,8—524,7;  V. 517,0—484,! 
536,3 500,7 
Reihenfolge der Intensitit: IV, V, Ll, I (ID. 
In Ather: 


1, 626,8—622,3 











E.-Abs. 461. 


a) 


(,2 








; IL. (599,4—597,6); IIL. 584,6—-573,6; 
624,5 598,5 579,1 
1V. 570,6—567,3;  V. 539,0—52 VI. 511,9--482,3; E.-Abs. 442. 
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568,9 531,5 497,1 
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Reihenfolge der Intensitit: VI, V, I, IV, UT (1D. 

Nach 40 Stunden hat sich fast alles gelést und es liegt 
fast ausschlieBlich Porphyrin vor. 

In Ather: 




















I. 627,5—623,5; If. (599,8—597,5) ; {If. 585,1—575,5; 
625,5 598,6 580,3 
IV. 571,3—567,8 ; V. 539,7—524,6 ; VI. 511,9—482,6; E.-Abs. 441. 
569,5 5382,1 497,2 


Reihenfolge der Intensitat: VI, V, I, IV, IIL (ID). 

Man dampft bei 70° im Vakuum zur Trockene ein, nimmt 
mit absolutem Methylalkohol aut, filtriert, und liBt in der 
Krystallisierschale langsam eindunsten. Rohprodukt: 4,7 g. 
Man extrahiert im Rohr mit absolutem Methylalkohol, aus 
diesem scheiden sich beim Kindunsten amorphe rote Massen 
ab, die sich teilweise krystallisieren lieBen. 

In Methylaikohol zeigten sie folgendes Spektrum: 

I, 626,4—616,0; IL. 599,0—597,0; III. 583,0—562,0; 

621,2 598,0 572.5 
LV. 542,1-521,6; V. 515,5—483,0; E. Abs. 447. 
531,9 499,2 

















Enteisenung von Tetramethylhamatoporphyrin-Eisenkomplexsalz. 
1. Mit Eisessig—Bromwasserstoff. 

0,5 g Tetramethylhimatoporphyrin—Eisensalz wurden mit 
8 ccm Eisessig—Bromwasserstoff (1,49) im zugeschmolzenen Rohr 
versetzt. Es tritt sofort Lésung ei. Zur Vervollstindigung 
der Enteisenung wurde noch einige Tage stehen gelassen, die 
tiefrote Liésung dann in 50 ccm Wasser gegossen, mit Natron- 
lauge neutralisiert und filtriert. Das Filtrat ist bei genauem 
Neutralisieren fast farblos. Man lést nun das Porphyrin in 
100 ccm n/10-NaOHd, filtriert vom Kisenhydroxyd ab und fiallt 
das Natriumsaiz mit 33°/,iger NaOH. Nach Stehen iiber Nacht 
wird abfiltriert und das Natriumsalz in 30 ccm siedend heiBer, 
2,5°/iger Salzsiure gelést, sofort hei abfiltriert und im Vakuum- 
exsiccator tiber Schwefelsiure und Natron eingedunstet. Es 
scheidet sich das Chlorhydrat in langen, spieBigen, zu Biischeln 


vereinigten Nadeln ab. 
je tag 
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Krystallographische Untersuchung (Prof.Steinmetz): Sehr 
diinne, parallel ausléschende Nadeln. Die Lingsrichtung ist die 
Schwingungsrichtnng der rascheren Welle. Krystallographisch 
mit Hiimatoporphyrinchlorhydrat, das aus Himin gewonne 
worden war, identisch.“ 

Das so erhaltene Chlorhydrat zeigte sich sowohl in 2,5°/) iger 
Salzsiure als auch in Ather mit Hamatoporphyrinchlorhydrat 
aus Himin spektroskopisch identisch. 

In 2,5°/,iger HCl: 


I. 596,0—586,7; II. (575,5—568,6) ; ILI. 560,1—552,8; 1V. 544,5 





936,4. 














591,3 572,0 556,4 540,4 
Reihentfolge der Intensitit: IV, 1, Ill (11). 

Mit Na-Acetat in Ather getrieben: 
I. 626,5—620,5; Tl. 599,1—595,2; IL. 584,0—574,5 ; LV. 570,5—364,5 ; 




















623,5 597,1 579,2 567,5 
V. 588,2—518,7; VI. 512,1—479,4; E.-Abs. 433. 
528,4 495,7 


Reihenfolge der Intensitit: V, I, V1, IV, II, HU. 


2. Versuche mit Ameisensiure—Hisen. 

1g ‘'Tetramethylhimatoporphyrin—Kisensalz wurde mit 
50 com Ameisenséure (1,22) und 1g Kisen (Eisen reduziert 
zur Analyse Kahlbaum) am Riickflu8 zur Vermeidung des 
heftigen StoBens unter Schiitteln erhitzt. Das Eisen gibt man 
in Portionen zu 0,2 g alle 5 Minuten zu. Ist alles Eisen ein- 
getragen, so erhitzt man noch 1/, Stunde, saugt heiB ab. Eine 
Probe gibt in Pyridin mit Hydrazinhydrat kein Himochromogen- 
spektrum mehr. Man tallt mit Ammonacetat aus, liBt ab- 
sitzen und filtriert von der iiberstehenden farblosen Fliissig- 
keil ab, trocknet das Produkt bei 70°. Leider gelang es nicht, 
das Produkt zu krystallisieren. 

In essigsiiurehaltigem Ather: 
I. 634,5—622,8; II. 589,4—569,7; II. 550,0—533,2; IV. 521,0—500,4. 














628,6 579,5 541,6 510,7 

ie Streifen sind sehr stark verschwommen und nach dem 
spektroskopischen Befund kénnte ein Gemisch von Proto- und 
Hamatoporphyrin vorliegen. 
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Reduktion des Tetramethylhamatoporphyrin—Eisensalzes. 

1 g Tetramethylhimatoporphyrin—Eisensalz wird mit 15 ccm 
Kisessig und 2 ccm Jodwasserstoffsiiure (1,96) auf dem Wasser- 
bad erwirmt. Ein Teil des Eisensalzes lost sich dabei nicht 
(0.6 g). Die Fliissigkeit wird im Schliffkolben mit 1,5 g rotem 
Phosphor versetzt und 11/, Stunden gekocht, dann siedend heib 
vom roten Phosphor abgesaugt und dieser mit heiBem Hisessig 
nachgewaschen. Das Filtrat wird in 50 ccm Wasser gegeben 
und mit 33°/,iger Kalilauge abgestumpft, bis Kongopapier 
schmutzig schwarz gefirbt wird. Das abgeschiedene Porphyrin 
wird abgenutscht und mit Wasser gewaschen. Das Produkt 
wird in einer Schale mit 200 com Wasser iibergossen und darin 
fein suspendiert und dann mit wenig konzentriertem Ammoniak 
in Lésung gebracht, vom Ungelésten abfiitriert und mit 33°/, iger 
NaQH aus dem Filtrat das Natriumsalz gefallt. Dieses wird 
nach einigem Stehen durch Faltenfilter filtriert, mit 200 ccm 
siedend heiBer 21/,°/,iger HCl iibergossen und sofort abgesaugt. 
Aus der salzsauren Liésung scheiden sich nach Einengen auf 
dem Wasserbad zu Biischeln vereinigte Nadeln des Chlor- 
hydrats aus. 

In n/10-NaQH: 


I. 634,2—626,0; IT. 587,9—571,0; IIT. 555,0—545,4; IV. 529,5—518,5. 
630,1 579,4 50,2 524,0 
In 2,5°/,iger HCl: 
I. 592,8—587,2; HI. (570,8—565,3); TIT. 553,6—540,8. 
590,0 568,0 547.2 
In Ather: 
I. 624,9—622,3 ; II. (598,9—596,1); IIT. 581,7—574,7; IV. 569,9—567,2 ; 












































623.6 597,5 578.9 568,5 
V. 531,6—525,4; VI. 503,9—490,2. 
5985 497,0 


Veresterung des Chlorhydrats. 

Man list die Krystalle zwecks Veresterung in wenig mit 
trockenem HCl gesittigtem Methylalkohol und 1laBt im ge- 
schlossenem Reagenzglas tiber Nacht im Eisschrank stehen. 
Am nichsten Tag wird unter Kiihlung mit Sodalésung alkalisch 








166 H. Fischer und F. Lindner, 


gemacht, dann der Farbstoff der alkalischen Liésung mit Chloro- 
form entzogen, dieses so weit auf dem Wasserbad eingeengt, 
da gerade noch Lésung bestehen bleibt und nun mit heiBem 
Methylalkohol versetzt und tiber Nacht stehen gelassen. Es 
krystallisieren feine, kugelige Gebilde mit verzackten Randern 
vom Schmelzp. 209° aus. Mit Mesoporphyrin—Dimethylester 
(Schmelzp. 211°) ergab sich keine Depression. 


Alkalische Reduktion von Tetramethylhamatoporphyrin— 
Hisensalz.’) 

2 g Tetramethylhimatoporphyrin—Kisensalz werden im Bom- 
benrohr mit einer Lésung von 5 g metallischem Kalium in 
20 com absolutem Methylalkohol 3 Stunden lang auf 190° er- 
hitzt. Beim Offnen der Réhre ist kein Druck vorhanden. Man 
spilt mit Wasser heraus, filtriert von einem geringen Riick- 
stand ab und macht das dunkle Filtrat salzsauer. Es fallt 
das reduzierte Eisensalz aus und man filtriert nach dem Ab- 
sitzenlassen von der iiberstehenden farblosen Fliissigkeit ab. 
Der Riickstand wird mit 160 ccm Alkohol in der Reibschale 
kriftig verrieben, dann auf der Maschine 12 Stunden lang ge- 
schiittelt und abgesaugt. LRiickstand: 1,4 g. 

In Pyridin: 

I. 649,0—640,6; Il. 568,2—543,5; III. 533,8—514,1. 

: ins Aree seenaamegiemsin 
644,8 553,83. 523,9 
In Pyridin-hydrazinhydrat: 
I. 649,5—640,6; I]. 552,2—542,0; III. 521,4—516,1. 


~~ al 


645,0 547,1 518,7 














0,5 g des reduzierten Kisensalzes werden 2 Stunden lang 
mit 10 ccm Eisessig—Bromwasserstoff (1,49) geschiittelt. Kine 
kleine Probe gibt schon nach wenigen Minuten ein Porphyrin- 
spektrum. Es wird mit Wasser verdiinnt, abfiltriert, ein groBer 
Teil bleibt als schwarzer Riickstand auf dem Filter. Das 
iiltrat wird mit Natronlauge versetzt bis zum Verschwinden 
der Kongoreaktion, sowie vom Niederschlag abfiltriert. Der 
Niederschlag wird in n/10-NaOQH geldést und mit 33°/ iger 


') H. Fischer u. Roése, Diese Zs. Bd. 87, 8. 45 (1913). 
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NaOH das Natriumsalz gefillt. Das abfiltrierte Natriumsalz 
wird in siedend heiBer 2,5°/ iger Salzsiiure gelést und im 
Vakuum iiber Natron und Schwefelsiiure eingeengt, es krystalli- 
sieren in sehr geringer Ausbeute feine, zu Kugeln verfilzte 
Nidelchen aus, die in der bereits oben beschriebenen Weise 
auf den Ester verarbeitet wurden. Der Ester schmilzt bei 
209° und gibt mit Mesoporphyrin-dimethylester keine De- 
pression. 


Reduktionsversuche von Tetramethylhamatoporphyrin— 
Kisensalz mit Natriumamalgam. 

0,2 g¢ Tetramethylhamatoporphyrin—KHisensalz werden in 
moéglichst wenig Pyridin gelést, mit Alkohol verdiinnt und die 
tief blutrote Lésung mit 36 g 3°/,igem Natriumamalgam auf 
der Maschine geschiittelt. Die Farbe hellt sich allmiahlich 
auf und wird nach etwa 40stiindigem Schiitteln hellgelb. Die 
Fliissigkeit farbt sich beim Stehen an der Luft auBerordent- 
lich rasch tiefbraun. Mit Pyridin—Alkohol verdiinnt: 




















I. 650,5—641,5 ; Il. 626,4—619,4 : Ill. 598,3—595,0 ; 
646,0 622,9 596,7 

TV. 583,5—575,5 ; V. 570,0—564,0 : Vi. 540,8—527,0 : 
579,5 567,0 523.9 


Endabsorption 514,0. 

Durch die Lésung wird zur Vervoilstiindigung der Re- 
oxydation einige Stunden lang Luft gesaugt. dann schwach 
essigsauer gemacht und mehrmals ausgeiithert. Der Athe: 
zeigt deutlich zwei Streifen im Rot. 


Oxydation von Protoporphyrin (Piitzer). 

1 g Protoporphyrin wurde zunichst mit 10 ccm Eisessig 
und einigen Kubikzentimetern 20°/ iger Schwefelsiure voll- 
kommen in Lésung gebracht, dann der Rest von SU ccm 
20°/ iger Schwefelsiiure zugegossen. Nun wurden 1,5 g Chrom- 
siiure in 10 com Wasser zugegeben, worauf sich ein sehr volu- 
minéser Niederschlag eines leuchtend roten Chromsalzes ab- 
schied, der auf dem Wasserbad bald wieder verschwand. Die 


Lésung wurde bei 40—50° gelassen und nach dem Aufhéren 
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der anfanglich schwachen Gas-Entwicklung noch 1,2 g Chrom- 
siiure portionsweise eingetragen. Es wurde bis zum Ver- 
schwinden des Porphyrinspektrums weiter erwirmt (2 Stunden). 
Nach Stehen iiber Nacht wurde erschépfend ausgeiithert, der 
Ather zur Entfernung der sauren Bestandteile mit 5°/ iger 
Sodalésung extrahiert und dann mit Natriumsulfat getrocknet. 
Nach Abdestillieren blieb ein farbloses Ol, das bei Zimmer- 
temperatur krystallin erstarrte. Die Krystalle JieBen sich auf 
dem Wasserbad sublimieren, das Sublimat erstarrte bald zu 
derben Prismen. Schmelzp. 67°; Mischschmelzpunkt mit Methyl- 
athylmaleinimid 67°. Auch der Geruch des Imids war sehr 
stark wahrnehmbar. 


Oxydation von Protoporphyrin (Friedrich). 
Darstellung: Diese Zs. Bd. 154, 8. 48. (Umkrystallisation: 
Diese Zs. Bd. 154, S. 46.) 

| g Protoporphyrin: werden im 100 cem-Claisenkolben mit 
30 ccm 70°) iger Essigsiure iibergossen und zwecks feiner 
Verteilung iiber freier Flamme bis fast zum Sieden erhitzt. 
Nach dem schnellen Abkiihlen wird unter gutem Schiitteln 
portionsweise mit 2,5 g Chromtrioxyd versetzt (Temperatur nicht 
iiber 30°). Man liBt die Lésung stehen, bis die Farbe griin 
geworden ist, sodann wird im Vakuum ziemlich eingedampft 
(Temperatur nicht tiber 30°) und hierauf gibt man 15—20 ccm 
10°/,ige Schwefelsiiure zu, dampft wieder im Vakuum ab und 
wenn der Riickstand noch nach Essigsiure riecht, wird mit 
etwa 50 ccm Wasser versetzt und nochmals abgedampft. Die 
auf diese Weise von der Hssigsiiure vollstindig befreite Fliissig- 
keit wird 8—10mal mit Ather ausgeschiittelt, der Ather mit 
héchstens 1 ccm Wasser gewaschen und hierauf mit 5°/,iger 
Natriumbicarbonatlésung ausgeschiittelt. Der so erhaltene 
Atherauszug wird im Vakuum verdampft und ein halbfester 
Riickstand erhalten, der starken Geruch nach Methylathyl- 
maleinimid zeigte. Dieses Produkt wurde in Wasser mit 
wenig Alkohol gelést und beim Verdunsten im Exsiccator in 
schénen Prismen erhalten. Schmelzp. 66°; Mischschmelzpunkt 
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mit synthetischem Methylithylmaleinimid ergab keine De- 
pression. Die Bicarbonatlésung wird angesiuert und wieder 
ausgeiithert. Dieser Ather gibt beim Verdunsten die Hiimatin- 
siiure, die nicht weiter untersucht wurde. 


Spektroskopische Daten der Deuteroporphyrinderivate. 


GGemessen wurden in allen Fallen die Analysenpraparate. 


Deuteroporphyrin-Eisensalz: 
In Pyridin + Hydrazin: 
I, 548,3—541,6; If. 518,5—512,6 (mit Vor- und Nachschatten). 


544,8 515,6 








Deuteroporphyrinester: 
In Chioroferm: 


J. 622,4—617,4 (schwacher Schatten um 594,5); II. 577,9—571,8 ; 


— 

















619,9 574,9 
Il. 567,8—563.1; IV. 536,0—523.5: V. 508.3 bis etwa 485.9 . 
565.5 529,8 497,1 


Reihenfolge der Intensitat: V, IV, I, I, H. 


Deuteroporphyrin-Cu-Salz: 
In Lisessig: 
T. 5638,3—554,1 ; II. 527,4—514,7 (I, If). 


558,6 521,1 








In Pyridin: 


I. nach Vorbeschattung 566,2—555,8; II. 532,6—519,5 (1, II). 











561,0 526.0 
In n/10-NaOQH: 
I. nach Vorbeschattung 570,0— 558,2 : (Nachschatten) ; 
564,1 


TT. 589,5—521.7 (verwaschen). 


~ 





530.6 
Cu-Salzester: 
In Chloroform: 
I. 564,9—554.6; II. 527,4—517,3 (I, iD) 


559.8 522.4 
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Dibrom-Deuteroporphyrinester: 


In Chloroform: 
1. 627,6—621,3 (schwacher Schatten um 598,0); IL. 583,3--576,6 ; 

















624,5 579,9 
III. 571,2—566,6; IV. 541,3—526,8; V. 513,9—486,6. 
568,9 534,0 500,3 
teihenfolge der Intensitaét: V, IV, I, III, ff. 


Deuteroporphyrin: 


In n/10-NaOH (frisch gemessen): 
I. 618,9—612,8; Il. 576,5---567,6—560,0; Ill. 544,1—531,7; 


wm 











1 


615,38 563,8 537,8 





Reihenfolge der Intensitét: IV, UH, I, U1. 








Vergleichende spektrophotometrische Untersuchung 
von Casein aus verschiedenen Milcharten. 
Von 
Emil Abderhalden und Erust Rossner. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. §. 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Mai 1927. 


Bekanntlich zeigen die aus verschiedenen Milcharten ge- 
wonnenen Caseine mehr oder weniger erhebliche Unterschiede 
in ihren Eigenschaften. Insbesondere ist die Ausflockung des 
Caseins bei der Labgerinnung vielfach studiert worden. Die 
Ansichten dariiber, ob dem verschiedenen Verhalten der Caseine 
verschiedener Milcharten Besonderheiten in ihrem chemischen 
Aufbau entsprechen, sind auch heute noch geteilt. Bosworth 
und Giblin?) fanden, daB Kuh- und Frauenmilchcasein die 
sleiche elementare Zusammensetzung aufweisen. [Ferner er- 
hielten Abderhalden und Langstein*) bei der Feststellung 
des Aminosiuregehaltes der genannten Caseinarten im wesent- 
lichen gleiche Ergebnisse. Nun vermag die Elementaranalyse 
uns nicht iiber die chemische Struktur einer so komplizierten 
Verbindung zu unterrichten, und auch die Ergebnisse einer 
vollstiindigen Hydrolyse von Kiweifstofien gibt keine geniigen- 
den Anhaltspunkte, um sichere Schliisse auf eine gleiche 
Struktur ziehen zu kénnen. Schon 2 Dipeptide, die genau 
sleichen Mengen an zwei verschiedenen Aminosiiuren liefern, 
brauchen nicht identisch zu sein, indem die Reihenfolge der 
beiden Bausteine verschieden sein kann. Immerhin ist es 

) Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, 115 (1918), 

2) Diese Zs. Bd. 66, S. 9 (1910). 
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schon bedeutungsvoll. daB aus zwei verschiedenen Milcharten 
gewonnenes Casein die gleichen Aminosiuren und, soweit die 
angewandten Methoden einen solchen SchluB zulassen, auch 
in gleichen Mengen enthalten. An und fiir sich spricht manches 
datiir, daB das Casein der verschiedenen Milcharten eine gleiche 
oder sehr ihnliche Zusammensetzung hat, ist doch seine Funk- 
tion bei allen in Frage kommenden Organismen dieselbe. 

Es schien uns von Interesse, nach derselben Methode 
dargestelltes Casein aus verschiedenen Milcharten spektro- 
photometrisch zu untersuchen und die gewonnenen Ab- 
sorptionsspektren zu vergleichen. Wir stellten aus Kub- 
und Ziegenmilch nach der Methode von Hammarsten Casein 
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dar. Bei der Gewinnung des gleichen EiweiBkérpers aus 
Frauenmilch verfuhren wir, wie folgt: Die Milch wurde ab- 
gerahmt, mit dem dreifachen Volumen Wasser verdiinnt, im 
Wasserbad auf 40° erwirmt und dann mit verdiinnter Essig- 
sure versetzt. Es erfolgte hierbei die Ausflockung fast 
momentan. Die Weiterverarbeitung geschah entsprechend der 
von Hammarsten fiir Kuh- und Ziegenmilch ausgearbeiteten 
Vorschrift. Es zeigte sich jedoch, daB das so gewonnene 
Casein beim Auflésen in verdiinntem Alkali einen, wenn auch 
nur minimalen Stich ins Gelbliche aufwies. Diese Fiarbung 
stérte bei der spektrophotometrischen Untersuchung. Um ein 
absolut farbloses Produkt zu gewinnen, wurde, unbeschadet 
des durch Adsorption bedingten Substanzverlustes, die alkalische 
Lésung des Caseins mit Tierkohle versetzt. Dabei blieb ein 
Teil der Kohle kolloidal in Lésung. Zu ihrer Entfernung 
wurde durch Kieselgur, die zuvor mehrfach mit destilliertem 





Wee # 
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Wasser ausgekocht worden war, filtriert. Die so erhaltene 
Caseinlésung war volistindig farblos. 

Zur spektrophotometrischen Untersuchung, die in bekannter 
Weise?) ausgefiihrt wurde, verwendeten wir eine 0,1 °/,ige Lo- 
sung des. Caseins in n/100-NaOQH und setzten bei der Be- 
rechnung der Extinktion diese Konzentration = 1. Die er- 
haltenen Ergebnisse sind in der auf 8. 172 betindlichen Ab- 
bildung wiedergegeben. Man erkennt ohne weiteres, dab die 
Absorptionskurven der aus drei verschiedenen Milcharten ge- 
wonnenen Caseine in keinem Punkt betrichtlich voneinander 
abweichen. Es ware zu erwarten, dab dann, wenn die ge- 
nannten KiweiBkirper in ihrer Zusammensetzung und in ihrem 
Bau Verschiedenheiten aufweisen wiirden, sich das in dem 
verschiedenen Aussehen der Absorptionskurven geltend machen 
miiBte. Unsere Beobachtungen sprechen im Sinne eimer weit- 
gehenden und vielleicht vollstindigen Ubereinstimmung des 
inneren Baues der Caseine der untersuchten Milcharten. 





1) Vel. z. B. Giinther Scheibe u. Mitarbeiter, Chem. Ber. Bd. 57 
S. 1380 (1924). 








Uber einen Fall von Hamoglobinurie. 


Von 


William Kitister und A. Grosse. 


(Aus den: Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Mai 1927.) 


Vor 5 Jahren beschrieb der eine von uns die Unter- 
suchung des Blutes bei einem Fall von schwarzer Harnwinde 
eines Pferdes.!) Das nach Mérners Methode aber mit Hilfe 
von Methyalkohol gewonnene .,,Haimin“ zeigte insofern eine 
HKigentiimlichkeit, als es aus einem eng verbundenen Gemisch 
von mono- und dimethyliertem Chlorhimin bestand, Anhalts- 
punkte dafiir, daB in dem Blut neben gewodhnlichem Haimo- 
globin ein Blutfarbstoff enthalten war, dessen prosthetische 
Gruppe mehr als 2 Carboxyle aufwies, daB also ein Myoglobin 
vorhanden war, hatten sich nicht ergeben. Wir hatten nun 
neuerdings Gelegenheit den Harn eines Pferdes zu unter- 
suchen, das an schwarzer Harnwinde (Lumbago) erkrankt war 
und nach 2 Tagen infolge Hinzutretens von Tetanus in der 
Klinik des Herrn Dr. Reiber-Cannstatt verendete. Herr Dr. 
Hilbert hatte die Giite, uns itiber den Befund bei der Sektion 
zu unterrichten. Danach handelte es sich um _ hochgradige 
parenchymatise Degeneration des Herzens, der Leber, der linken 
Niere und der M. M. quadriceps femoris, proas major et minor. 
Als besonders charakteristisch wird hervorgehoben, daB der 
Herzmuskel auf dem Querschnitt graue Farbe zeigte, wie ge- 
kocht aussah, ebenso erschien die Muskulatur des rechten 
Oberschenkels zum groBen Teil graugelblich verfirbt, fisch- 





1) Diese Zs. Bd. 133, S. 150 (1924). Der Harn war damals leider 
vernichtet worden, bevor es verhindert werden konnte. 
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fleischartig, wie gekocht und aut der Schnitttliiche stark durch- 
feuchtet, das gleiche gilt fiir die inneren Lendenmuskeln. Das 
Blut war ungeronnen und dunkelkirschrot, in der Harnbiase 
befand sich braunroter Harn. Nach allem lag die Méglichkeit 
vor, in dem uns tibergebenen Harn ein Myoglobin anzutreffen.") 
Kis wurden nun 2 Liter desselben in 6 Liter heiBen Hisessig 
langsam eingetragen und hiernach 0,362 g eines Himins er- 
halten, dessen Krystallformen auf das Vorliegen von gewoéhn- 
lichem Hisessig—Hiimin hinwiesen. Die Unléslichkeit in Natrium- 
bicarbonat und eine Stickstoffbestimmung sprechen ebenfalls 
dafiir. 

5,2 mg Substanz gaben 0,404 cem N. 

6,4 mg ” 5, 0,504 com N bei 18° und 740 mm B. 

C,,H,,0,N,FeCl Ber. 8,62°/, N Gef. 8,7 und 8,82°/, N. 

Weitere 350 com des Harns wurden koaguliert und das 

abgepreBte Coagulum mit schwefelsiurehaltigem Methylalkohol 
ausgezogen. Durch Zusatz von Salzsiure fielen aus dem zum 
Sieden erhitzten Extrakt, nachdem noch eine Viertelstunde im 
Sieden erhalten worden war, 0,048 g eines in Form feiner ver- 
filzter Niidelchen krystallisierenden Himins aus, das in Chloro- 
form und Kisessig léslich war und beim halbstiindigem Er- 
hitzen mit 5°/, iger Sodalésung nicht angegriffen wurde. Die 
Zeiselbestimmung ergab Werte, die auf ein dimethyliertes 
Haimin hinweisen. 


20,76 mg Substanz gaben 12,0 mg AgJ. 


24,08 mg ‘i »  14,0mg AgJ. 
C,,H,,0,N,FeCl Ber. 4,16°/, 2CH, Gef. 3,70 und 3,72°/, CH,. 


Das Himin erwies sich danach als verschieden von dem 
in der ersten Mitteilung beschriebenen, das aus dem Blut eines 
an schwarzer Harnwinde erkrankten Pferdes gewonnen worden 
war. Aber auch im vorliegenden Falle ergibt sich kein An- 
haltspunkt dafiir, da8 ein Myoglobin in den Harn  iiber- 
gegangen war, dessen prosthetische Gruppe 4 Carboxyle aut- 
weisen soll. Denn dann hiitten beim Eisessig—Hiimin niedrigere 


') Nach dem Spektrum zu urteilen lag Methimoglobin vor. 
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Werte fiir den Stickstoff, beim Mérner-Himin héhere Methy!- 
zahlen aufgefunden werden miissen; da vollstiindige Vereste- 
rung erreicht worden war, wie die Unldshchkeit selbst in 
heiBer Sodalésung dartut. 

Bemerkenswert ist noch, da der Harn auBer Himoglobin 
noch ein anderes Protein enthalten haben mub, denn die Aus- 
beuten an Kisessig—Hamin waren auch im gegebenen Fall 
offensichtlich quantitativ, also konnten die 2 Liter Harn nur 
erconliicnd 

4 
lieferten aber 2U com Harn 0,462 g eines Coagulums im luft- 
trockenen Zustande, d.h. mit 50—60°/, Feuchtigkeitsgehalt, 
also miissen in den 2 Litern mindestens 18,5 g Eiweib gelést 
gewesen sein, darunter nur 9 g Hamoglobin. 

Auch entspricht die bei der Mérner-Methode erhaltene 
Ausbeute dieser Berechnung, denn es wurden aus 350 ccm 
Harn 0,048 g Hamin gewonnen, welche Menge etwa 1,6 g 
Hamoglobin entspricht, da die Ausbeute bei dieser Methode 
im Durehschnitt 75°/, der theoretisch méglichen betragt. Nach 
der Menge des Coagulums aus 20 ccm Harn zu urteilen, miissen 
aber die 350 ccm 3,2 g Eiweif enthalten haben. Auch der 
Ausfall dieses Versuches spricht also dafiir, da8 nur die Hialtte 
des vorhandenen Proteins aus Hiimoglobin bestanden haben kann. 


-= etwa 9g Himoglobin enthalten haben. Andererseits 





